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VREDNOTENJE VPLIVOV ANTIBIOTIKOV NA VODNE BOLHE IN 
SOLINARSKE RAKE 
Povzetek 
Uporaba antibiotikov je v zadnjem času zelo razširjena, zato tudi pogosto končajo v 
okolju. Ob kronični izpostavljenosti bakterije razvijejo odpornost na antibiotike in 
antibiotiki proti različnim bakterijam niso več učinkoviti. Tako je za zdravljenje različnih 
bolezni potrebno raziskati nove. Vpliv antibiotikov na različne organizme niso dobro 
poznani. Za testiranje strupenosti antibiotikov se lahko uporabljajo različni organizmi.  
Namen magistrske naloge je določanje akutnega vpliva antibiotikov na velike vodne 
bolhe in solinarske rakce, gojenje vodnih bolh in določevanje idealnih pogojev ter 
testiranje in primerjava občutljivosti. Testirani antibiotiki so bili tiamulin, levofloksacin, 
amoksicilin in klaritromicin. Gojenje in delo s solinarskimi rakci je bolj enostavno, 
njihova občutljivost pa je bila zelo nizka. Do koncentracije 250 mg/L ni bilo vpliva 
antibiotikov na solinarske rakce. Gojenje in delo z vodnimi bolhami zahteva veliko časa 
in spretnosti, organizmi pa so bistveno bolj občutljivi. Rezultati akutnih testov so 
pokazali, da so vodne bolhe občutljive predvsem na antibiotik tiamulin. Antibiotiki, ki jih 
najdemo v okolju so večinoma v koncentracijah do nekaj μg/L zato predvidevamo, da 
testirani antibiotiki nimajo neposrednega akutnega vpliva na te organizme. 
Ključne besede: akutni testi, amoksicilin, antibiotik, klaritromicin, kronični testi, 
levofloksacin, solinarski rakci (Artemia salina), tiamulin, velika vodna bolha (Daphnia 
magna). 
 
 
 
IMPACT ASSESSMENT OF ANTIBIOTICS ON WATER FLEAS AND BRINE 
SHRIMPS 
Abstract 
The use of antibiotics has recently become widespread, so they often occur in the 
environment. In the case of chronic exposure, bacteria can develop resistance to 
antibiotics, which means that antibiotics are no longer effective against various bacteria. 
It is therefore necessary to explore new antibiotics for the treatment of various diseases. 
The effects of antibiotics on different organisms are not well known. Various organisms 
may be used for testing of toxicity of antibiotics.  
The aim of this master's thesis is to assess the acute impact of antibiotics on water flea 
and brine shrimp, the cultivation of water flea and the determination of optimal 
conditions, and the testing and comparison of sensitivity. The tested antibiotics included 
tiamulin, levofloxacin, amoxicillin and clarithromycin. The cultivation and handling of 
brine shrimp is easier, but their sensitivity was very low. The antibiotics did not have any 
effect on brine shrimp up to a concentration of 250 mg/L. Cultivating and handling water 
fleas requires a lot of time and skills, and the organisms are significantly more sensitive. 
The results of acute tests have shown that water flea are primarily sensitive to the 
antibiotic tiamulin. Antibiotics found in the environment are mostly present in 
concentrations of up to a few μg/L; it is therefore assumed that the tested antibiotics do 
not have a direct acute effect on these organisms. 
Keywords: acute tests, amoxicillin, antibiotic, brine shrimp (Artemia salina), chronic 
tests, clarithromycin, levofloxacin, tiamulin, water flea (Daphnia magna). 
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1 Uvod 
1.1 Antibiotiki 
Antibiotiki se uporabljajo za zdravljenje različnih bolezni. So naravni produkti 
mikroorganizmov ali naravnemu produktu enaka sintetična ali podobna polsintetična 
spojina, ki zavira razmnoževanje drugih mikroorganizmov. Ločimo jih na antibiotike 
širokega spektra, ki delujejo na več vrst mikroorganizmov, in ozkega spektra, ki delujejo 
specifično na eno vrsto mikroorganizmov [1]. 
Antibiotiki skupaj s citostatiki, zdravili s protivnetnim in protirevmatičnim učinkom, 
antiepileptiki, analgetiki in antihistaminiki spadajo v skupino zdravilnih učinkovin. Te se 
uporabljajo v humani in veterinarski medicini ter v živinoreji in ribogojstvu. S svojo 
povečano proizvodnjo in vedno večjo uporabo predstavljajo vedno večjo obremenitev za 
okolje. Njihovi učinki na okolje niso še dobro raziskani, vendar lahko ob kronični 
izpostavljenosti škodljivo učinkujejo na organizme v okolju. Mnogi od njih lahko delujejo 
kot endokrini motilci. To pomeni, da se v telesu ljudi in živali vežejo na hormonske 
receptorje in oponašajo delovanje hormonov ter na ta način negativno vplivajo na 
razmnoževanje, rast, razvoj in homeostazo, ki jih nadzira endokrini sistem [2]. 
Zdravilne učinkovine lahko v okolje vstopajo na različne načine. Slika 1 prikazuje možne 
vstope zdravilnih učinkovin v okolje ter kasneje v podtalnico in pitno vodo. Na ta način 
ljudje nevede vsakodnevno vnesemo zdravilne učinkovine v svoje telo. V površinski, 
pitni vodi in v podtalnici se nahaja od ng/L do μg/L zdravilnih učinkovin. Ta 
koncentracija je zelo majhna, vendar so lahko ob kronični izpostavljenosti ti vplivi 
škodljivi. Za vodne organizme so kronični učinki pri višjih koncentracijah že dokazani 
[2].  
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Slika 1: Možni vstopi zdravilnih učinkovin v okolje [2]. 
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1.1.1 Tiamulin 
Tiamulin je antibiotik, ki se uporablja v veterinarski medicini. Njegova molekulska 
formula je C28H47NO4S. Uporablja se za zdravljenje in preprečevanje griže, pljučnice in 
mikroplazemskih okužb pri svinjah in perutnini. Molekulska masa znaša 493,7 g/mol [3]. 
Strukturno formulo prikazuje Slika 2. 
 
  Slika 2: Strukturna formula tiamulina [3].  
Tiamulin največkrat pride v okolje s pomočjo zdravljenja in preprečevanja bolezni pri 
živalih v živinoreji. 50-90% zdravila se izloča pri odvajanju živali. Tako se antibiotiki 
kopičijo v gnojni jami. S tem gnojem nato kmetje gnojijo polja in na ta način 
kontaminirajo tla z antibiotiki in kasneje podtalnico ter pitno vodo [4]. 
Poskusi so pokazali, da je razpolovna doba tiamulina v tleh 16 dni, v tekočem gnojilu pa 
je bil tiamulin prisoten tudi po 180 dneh. Če bi ta gnoj uporabili kot gnojilo, bi bila tla 
onesnažena s tiamulinom. Tako bi tiamulin v majhnih koncentracijah ostal na polju zelo 
dolgo časa [4]. 
Raziskovalci so ugotavljali akutno in kronično strupenost veterinarskih antibiotikov na 
velike vodne bolhe. Med njimi so testirali tudi antibiotik tiamulin. Rezultati so pokazali, 
da je 24h EC50  81 mg/L, 48h EC50  40 mg/L, pri kroničnem testu pa je 21 dni EC50 5,4 
mg/L [5].  
 
 
Mojca Zalokar, Vrednotenje vplivov antibiotikov na vodne bolhe in solinarske rake, 2019. 
 
4 
 
1.1.2 Levofloksacin (LEV) 
LEV je L-izomera spojine ofloksacin. Spada v skupino antibiotikov fluorokinolonov 
(FQ). Njegova molekulska formula je C18H20FN3O4, molska masa pa znaša 361,4 g/mol. 
Strukturno formulo prikazuje Slika 3. Ta antibiotik se uporablja pri zdravljenju blage do 
zmerne okužbe dihal in sečil občutljivih organizmov [6]. Uporablja se tudi za zdravljenje 
spolno prenosljivih okužb, okužb kože in mehkih tkiv [7]. Ker se LEV uporablja v 
veterinarski in humani medicini, lahko v okolje pride tudi s pomočjo izločkov osebe, ki 
se zdravi [8]. 
 
 
            Slika 3: Strukturna formula LEV [5]. 
FQs so baktericidni. Ta zdravila zavirajo ključne bakterijske encime, ki sodelujejo pri 
spuščanju vijačnice DNA za replikacijo in transkripcijo [7].  
Raziskovalci so testirali strupenost različnih FQs antibiotikov na vodne organizme. Med 
njimi so testirali tudi LEV na malo vodno lečo in veliko vodno bolho. Rezultati so 
pokazali, da je 24h EC50 na malo vodno lečo 51 μg/L. Pri veliki vodni bolhi pa so vsi 
testirani fluorokinoloni povzročili manj kot 10% smrtnost pri najvišji testirani 
koncentraciji 10 mg/L [8].   
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1.1.3 Amoksicilin (AMX) 
AMX je penicilinski polsintetski antibiotik širokega spektra. Uporablja se za zdravljenje 
različnih bakterijskih okužb kot so bronhitis, pljučnica, gonoreja, okužbe ušesa, nosu, 
grla, kože ali sečil. Včasih se uporablja skupaj z antibiotikom klaritromicinom pri 
zdravljenju razjed na želodcu, ki so posledica okužbe [9].  
Njegova molekulska formula je C16H19N3O5S, molekulska masa pa znaša 365,4 g/mol 
[10]. 48h EC50 na veliko vodno bolho znaša 101,6 mg/L [11]. Slika 4 prikazuje strukturno 
formulo amoksicilina. 
 
 Slika 4: Strukturna formula AMX [12]. 
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1.1.4 Klaritromicin 
Klaritromicin je polsintetični makrolidni antibiotik, pridobljen iz eritromicina, kateri 
deluje proti različnim mikroorganizmom [13]. Uporablja se za zdravljenje nekaterih 
bakterijskih okužb, kot so pljučnica, bronhitis in okužbe ušes, sinusov, kože in grla. 
Deluje tako, da ustavi rast bakterij [14].  
Klaritromicin zdravniki predpišejo tudi ljudem, ki imajo alergijo na penicilin in njemu 
podobne antibiotike, kot je amoksicilin [15]. 
Njegova molekulska formula je C38H69NO13, molekulska masa pa znaša 748 g/mol [16]. 
Raziskovalci so merili akutni vpliv na veliko vodno bolho in dobili rezultat 24h EC50 25,7 
mg/L. Ugotovili so tudi, da od šestih antibiotikov (ofloksacin, lincomicin, eritromicin, 
oksitetracilin, sulfametoksazol in klaritromicin), ki so jih testirali, klaritromicin 
predstavlja največje tveganje za vodno okolje. Ocena tveganja upošteva razmerje med 
predvideno koncentracijo zdravila v okolju (PEC) ali izmerjeno koncentracijo zdravila v 
okolju (MEC) in predvideno koncentracijo, ki nima učinka na organizme (PNEC) za 
akutno in kronično strupenost. Če je faktor ͘≥1, zdravilo predstavlja tveganje za okolje. 
Klaritromicin ima faktor 10 [17]. Slika 5 prikazuje strukturno formulo klaritromicina. 
 
           Slika 5: Strukturna formula klaritromicina [18]. 
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1.2 Testiranje strupenosti antibiotikov 
Beseda strupenost, se nanaša na koncentracijo strupene snovi in na čas v katerem strupene 
snovi delujejo na organizme. Noben organizem, ki ga uporabimo v testu strupenosti, ni 
idealen, zato opravljamo teste na različnih organizmih prehranjevalne verige. Izbira 
testnih organizmov ni enostavna. Upoštevati moramo več dejavnikov, kot so splošna 
razširjenost, enostavna laboratorijska gojitev, primernost in občutljivost organizmov. 
Pomembni so tudi ekonomski dejavniki ter izbira testnega postopka. Skupno vsem testom 
pa je, da vedno skušamo poiskati najobčutljivejšo vrsto. Dejavniki, ki najbolj vplivajo na 
strupenost so pH, trdota vode, temperatura ter koncentracija raztopljenega kisika [19]. 
Test z vodnimi bolhami (Daphnia magna ali Daphnia pulex) je bila prva biološka metoda, 
ki so jo prevzeli v ISO standardih za določevanje kvalitete vode. Obe vrsti sta približno 
enako občutljivi na strupene snovi, vendar je vrsta  velika vodna bolha (Daphnia magna) 
večkrat uporabljena. Vzrok bi lahko bil večja velikost telesa in s tem posledično lažje 
opazovanje s prostim očesom [19]. 
Akutni vpliv antibiotikov je bil izmerjen že na več različnih vodnih organizmih. Poleg 
vpliva na vodne bolhe (D. magna  in C. dubia), so izmerili tudi na bakterije (V. fischeri), 
ribe (D. rerio), planktonske kolobarje (B. calyciflorus) in sladkovodne rake (T. platyurus). 
Kot najbolj občutljivi vodni organizmi na antibiotike so se izkazale vodne bolhe [17].  
Kronični testi z antibiotiki so se izvajali na vodnih bolhah (C. dubia, D. magna), 
enoceličnih zelenih algah (P. subcapitata), planktonskih kolobarjih (B. calyciflorus), 
vodni leči (L. minor), cianobakterijah (Synechocystis sp) in ribah (P. promelas). Največji 
vpliv se je pokazal pri zelenih algah [17] in bakterijah (M. aeruginusa) [8, 5].  
Glede na trajanje poskusa poznamo kratke (akutne) in dolge (kronične) strupenostne teste. 
Akutni testi trajajo nekaj ur pri nižjih organizmih in do nekaj dni pri ribah. Z njimi 
ugotavljamo LC50 oz. EC50. LC50 je smrtna koncentracija, kjer pogine 50% organizmov, 
EC50 pa je efektivna koncentracija, pri kateri je prizadetih 50% organizmov. Akutni testi 
se bolj uporabljajo za hitro oceno strupenosti pri katerem merimo vpliv snovi na 
organizme po enkratnem dodatku preizkušane snovi. Ob enakih pogojih, lahko 
primerjamo strupenost različnih snovi na enak organizem ali pa ugotavljamo občutljivost 
različnih testnih organizmov na isto snov [19]. Namen kroničnega strupenostnega testa je 
oceniti možne škodljive učinke snovi v daljšem časovnem obdobju. Za testiranje se 
uporabljajo manjše koncentracije snovi kakor pri akutnih testih.  
Preden se lotimo dokončnega testa (definitivni test), naredimo tako imenovane 
preliminarne teste s širokim razponom koncentracij testirane snovi. V definitivnem testu 
potem testiramo koncentracije, ki so povzročile višjo kot 10% inhibicijo in manjšo kot 
90% inhibicijo.  Pri testiranju uporabimo še referenčni test, ter slepi test (kontrola), ki 
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mora biti vključen pri vsakem poskusu. Ta nam pokaže odziv organizmov, ki niso bili 
izpostavljeni testni snovi. Referenčni test opravimo s pomočjo referenčne raztopine in 
nam pove, ali so organizmi primerni za poskuse ter potrdi pravilnost izvedbe testa.  
V slovenski zakonodaji, natančneje v Uredbi o emisiji snovi in toplote pri odvajanju 
odpadne vode iz naprav za proizvodnjo farmacevtskih izdelkov in učinkovin ni nobenega 
podatka o mejnih vrednosti antibiotikov. V preglednici mejnih vrednosti lahko najdemo  
kot biološki parameter strupenost za vodne bolhe, splošne parametre (T, pH, usedljive 
snovi, neraztopljene snovi), anorganske parametre (Al, Cr, Cu, N2, Cl2,…) in organske 
parametre (BPK5, KPK, TOC, AOX,…). Tako opazimo, da so vodne bolhe edini 
organizem v slovenski zakonodaji za preverjanje strupenosti [24]. 
1.2.1 Vodne bolhe 
Velika vodna bolha (Daphnia magna) je ena najbolj pogosto uporabljenih testnih 
organizmov v ekotoksikologiji. Eden izmed razlogov je verjetno tudi ta, da jo je mogoče 
enostavno gojiti v laboratoriju. Lahko jih gojimo skozi celo leto, teste kronične 
strupenosti pa je mogoče podaljšati na več generacij. Prisotne so povsod, zato so tudi 
pomemben člen v prehranjevalni verigi. Večletne izkušnje kažejo, da vodne bolhe 
spadajo med najbolj občutljive organizme. Od vseh vrst vodnih bolh, je velika vodna 
bolha (Daphnia magna) največja in najlažja za gojenje [25].  
Poznamo več vrst vodnih bolh. Poleg velike vodne bolhe (Daphnia magna), se za 
testiranja največkrat uporablja tudi navadna vodna bolha (Daphnia pulex). Čeprav sta si 
obe vrsti morfološko in ekološko zelo podobni, opazimo nekaj razlik. Velika vodna bolha 
običajno živi v trdih do zmerno trdih vodah v jezerih in ribnikih, navadna vodna bolha 
(D. pulex) pa lahko živi v trdi in mehki vodi, zato jo lahko najdemo v ribnikih in mirujočih 
delih potoka ter rek. Obe vrsti sta si na videz zelo podobni [26]. 
1.2.1.1 Taksonomija in morfologija 
Daphnia sp. so sladkovodni raki, katerih trenutni taksonomski položaj je naslednji: 
Deblo: Arthropoda (Členonožci) 
Poddeblo: Crustacea (Raki) 
Razred: Branchiopoda (Ramenonožci) 
Podrazred: Phyllopoda 
Vrsta: Diplostraca 
Podvrsta: Cladocera  
Družina: Daphniidae 
Rod: Daphnia 
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1.2.1.2 Velika vodna bolha in navadna vodna bolha 
Na splošno se vizualno obe vrsti razlikujeta v velikosti. Odrasla velika vodna bolha (D. 
magna) lahko doseže dolžino velikosti med 5 in 6 mm, medtem ko navadna vodna bolha 
(D. pulex) pa le 3,5 mm. Ti vrsti lahko poleg velikosti morfološko razlikujemo še s 
pomočjo preučevanja podtrebušnih krempljev. Pri tem moramo uporabiti svetlobni 
mikroskop. Velika vodna bolha ima na sprednjem pektinu 20 ali več majhnih konstantnih 
zob postavljenih v ravni vrsti, medtem ko ima  navadna vodna bolha le 5-7 polnih 
(čvrstih) zob. Na Sliki 6 lahko vidimo razlike med vrstama velika vodna bolha in navadna 
vodna bolha (D. magna in D. pulex) [26]. 
 
Slika 6: Anatomija vodne bolhe (Daphnia sp.) s prikazom razlik med vrstama 
navadna vodna bolha in velika vodna bolha (D. pulex in D. magna) (A= 
podtrebušnica; B= podtrebušni kavelj) [26].  
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1.2.1.3 Ekologija 
Populacije  vodnih bolh (Daphnie sp.) so po navadi majhne, pozimi ter zgodaj pomladi 
pa lahko pride tudi do neobstoja. Če povečamo temperaturo na 6 - 12 °C, se populacija 
vodnih bolh poveča in lahko doseže tudi od 200 do 500 organizmov/L. Kot odziv na 
razmere v okolju se po navadi populacija zmanjšuje v poletnih mesecih in pozimi, poveča 
se pa v jeseni. Večino časa sestavljajo populacijo samo samice, samci pa se pojavijo 
spomladi ali v pozni jeseni, ko pride do neidealnih pogojev kot so nizke temperature, 
prevelika gostota populacije (preveč org. v populaciji) in posledično kopičenje izločkov 
ter/ali zmanjšanje razpoložljivosti hrane. Samci so v primerjavi s samicami precej manjši, 
imajo večji anteni, modificiran trebuh in sprednje noge, ki so opremljene z močnim 
kavljem za pritrjevanje samice med parjenjem [26].    
1.2.1.4 Razmnoževanje 
Vodne bolhe se lahko razmnožujejo spolno in nespolno-partenogenetsko. Večinoma se 
razmnožujejo nespolno. Pri tem nastanejo neoplojena oz. diploidna jajčeca, iz katerih se 
razvijejo mlade vodne bolhe, ki so samice. Ta način omogoča izredno hitro 
razmnoževanje ob idealnih pogojih [26]. 
Kadar je populacija izpostavljena fizičnemu stresu oz. neidealnim pogojem 
(prenatrpanost, nizka preskrba s hrano, neustrezna svetloba, temperatura zunaj območja 
20 ± 5 °C), pride do nastanka haploidnih jajčec, iz katerih se izležejo samčki, ki oplodijo 
preostala jajčeca in na ta način omogočijo spolno razmnoževanje [26]. 
Haploidna jajčeca so obdana z dodatno plastjo, ki ohranja in varuje razvoj zarodka pred 
težkimi okoljskimi razmerami vse do ugodnejših časov kot je pomlad. Po izležitvi lahko 
haploidno jajčece ostane v vodi ali v luži, majhnih ribnikih in močvirjih več let ter na ta 
način preživi zimo in sušo (neidealne razmere) [26]. Slika 7 prikazuje spolni in nespolni 
(partenogenski) življenjski cikel vodnih bolh, Slika 8 pa prikazuje vodno bolho s 
haploidnim jajčecem. 
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Slika 7: Življenjski krog velike vodne bolhe [27]. 
  
Slika 8: Vodna bolha s haploidnim jajčecem [27]. 
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Življenjska doba vodne bolhe gojene v laboratoriju je lahko daljša od dveh mesecev, pri 
čemer je višja starost dosežena pri slabših pogojih hranjenja ter pri nižji temperaturi. Na 
Sliki 9 vidimo samico z partenogenskimi diploidnimi jajčeci. Jajčeca so nameščena v 
komori za razmnoževanje, ki se nahaja na hrbtu pod karapičem. Karapič je skelet vodne 
bolhe in jo varuje pred zunanjimi poškodbami. Razvoj jajc je neposreden (takojšen). Pri 
20 °C se zarodki iz jajčec izlijejo po 1 dnevu in ostanejo v nadaljnjem razvoju v komori 
za razmnoževanje približno 3 dni. Nato mlada vodna bolha pride skozi podtrebušnico iz 
telesa. Po videzu sta si mlada vodna bolha in odrasla vodna bolha zelo podobni, le da pri 
mladi vodni bolhi še ni razvita komora za razmnoževanje (Slika 10). V večini vrst mlada 
vodna bolha prehaja skozi štiri do šest stopenj razvoja, preden postane odrasla vodna 
bolha, ko prvič izleže jajčeca. Povprečna starost samice, da pride do te stopnje razvoja, je 
približno 5-10 dni pri temperaturi 20 °C. Ob slabih pogojih hranjenja se čas podaljša. 
Odrasla vodna bolha lahko izleže mladiče vse do smrti na vsakih 3 do 4 dni. Velikosti 
populacije  (enkratne) se razlikujejo glede na vrsto. V majhnih vrstah, kot je Daphnia 
cucullata, le eno do dve jajčeci, medtem ko v velikih vrstah, kot je velika vodna bolha 
(Daphnia magna), pa lahko populacija doseže tudi več kot 100 jajčec naenkrat [26, 27].  
 
 
Slika 9: Samica (Daphnia magna) s partenogenskimi jajčeci [26]. 
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Slika 10: Mlada vodna bolha (starost do 12 ur) [27]. 
1.2.1.5 Prehranjevanje 
Vodne bolhe se ob naravnih pogojih hranijo pretežno z algami in bakterijami. Največja 
populacija vodnih bolh se pojavi med cvetenjem alg, v času ko je v njihovem okolju 
veliko hrane. Velika vodna bolha, ki se hrani z bakterijami uspeva bolje, kakor tista, ki se 
hrani z algami. Pri hranjenju vodnih bolh z YCT (tj. Kvasa, Cerophyll® in fermentirane 
postrvi) v primerjavi  s hranjenjem z algami, se je populacija vodnih bolh povečala. Na 
razmnoževanje vodnih bolh ter njihovo občutljivost na strupenost vplivata tudi vir hrane 
ter sama razpoložljivost hrane. Dokazano je bilo, da so velike vodne bolhe in navadne 
vodne bolhe, ki so se hranile izključno z zeleno algo, bile manj tolerantne na 
onesnaževala, v primerjavi z drugimi, ki so se hranile z mešanico alg (diatomi)  (US EPA, 
2002b) [26]. 
1.2.1.6 Opis akutnih testov 
Leta 1984 je Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (v nadaljevanju OECD) 
objavila Smernico 202 o testu z vodnimi bolhami. Prvi del je vključeval 24-urni test 
akutne imobilizacije, drugi del pa preizkus razmnoževanja, ki je trajal najmanj 14 dni. Ta 
smernica, je bila podlaga za izvajanje akutnih in kroničnih testov na vodnih organizmih  
vodnih bolh. Zadnja nadgradnja opisa akutnega preizkusa imobilizacije je bila izdana 13. 
aprila 2004 [28].  
Načelo testa je, da se uporabijo mlade vodne bolhe (mladiči), ki so stare največ 24 h in 
so 48 h izpostavljene preizkusni snovi različnih koncentracij. Imobilizacija se beleži po 
24 h ter 48 h in jo primerjamo s kontrolnimi vrednostmi. Rezultate analiziramo in 
izračunamo 24h EC50 ter 48h EC50 [28]. 
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Testni organizmi 
Najprimernejša testna vrsta je velika vodna bolha (Daphnia magna), vendar se pri tem 
uporabljajo tudi druge primerne vrste vodnih bolh (npr. Daphnia pulex). Stare morajo biti 
manj kot 24 h, vendar ni zaželeno, da so prva generacija potomcev. Da so rezultati 
relevantni, morajo biti mlade vodne bolhe (testiranci) zdrave. To pomeni, da v akvariju 
za gojenje ne sme biti nobenih znakov stresa, kot so povečana smrtnost, samcev in 
haploidnih jajčec [28]. 
Preskusne skupine in kontrola 
Pri preizkusnih koncentracijah ter kontroli je potrebno uporabiti najmanj 20 testirancev 
(mladičev), ki so razdeljene na 4 skupine po 5 testirancev. Za vsako vodno bolho je 
potrebno zagotoviti najmanj 2 ml preskusne raztopine (10 ml na eno testno posodo za 5 
vodnih bolh) [28]. Pri testu moramo uporabiti najmanj 5 preskusnih koncentracij. 
Kontrola (slepa) vsebuje kontrolno topilo, ki ga uporabljamo pri redčenju oz. pri pripravi 
različnih koncentracij preskusne snovi. Vsebuje enako ali večje število testirancev kakor 
preskusna koncentracija [28]. 
Testni medij 
Za testni medij se lahko uporablja naravna voda (površinska voda ali podtalnica), 
rekonstituirana voda ali deklorirana vodovodna voda, pod pogojem, da so vodne bolhe 
preživele v času gojenja, prilagajanja in testiranja brez znakov stresa. Kot preizkusna 
voda je primerna vsaka voda, ki ustreza kemijskim značilnostim spremenljive vode za 
redčenje, kot je navedeno v Tabeli 1 [28]. 
V primeru, ko se uporabi naravna voda, je potrebno parametre kakovosti izmeriti vsaj 
dvakrat letno ali kadar se sumi, da so se značilnosti vode občutno spremenile. Prav tako 
je potrebno opraviti meritve težkih kovin. Če uporabimo deklorirano vodo iz vodovoda, 
je zaželena analiza klora dvakrat dnevno. Če pa uporabimo površinsko vodo ali 
podtalnico, je potrebno izmeriti prevodnost vode ter skupno vsebnost organskega ogljika 
(TOC) ali kemijsko potrebo po kisiku (KPK) [28]. 
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Tabela 1: Kemijske značilnosti spremenljive vode za testni medij [28]. 
Snov Koncentracija 
Trdne snovi [mg/L] < 20 
Skupni organski ogljik (TOC) [mg/L] < 2 
Prosti amonijak [μg/L] < 1 
Rezidualni (prosti preostali) klor [g/L] < 10 
Skupni organofosforni pesticidi [ng/L] < 50 
Skupni organohorni pesticide in poliklorirani bifenili 
[ng/L] 
< 50 
Skupni organski klor [ng/L] < 25 
V času preizkusa moramo zagotoviti stalno kakovost vode, zato je najbolje pripraviti 
specifičen medij z dodajanjem specifičnih reagentov v deionizirano ali destilirano vodo. 
Specifični reagenti in njihova količina za pripravo medija so podani v Tabeli 2 [28]. 
Tabela 2: Specifični reagenti in njihova količina za pripravo medija [28]. 
Osnovne raztopine (ena snov) Za pripravo medija vode dodajte 1 
litru vode naslednje količine osnovnih 
raztopin [mL] 
Snov Količina, ki jo 
moramo dodati 1 
litru vode* [g] 
CaCl2 x 2H2O 11,76 25 
MgSO4 x 7H2O 4,93 25 
NaHCO3 2,59 25 
KCl 0,23 25 
*Voda primerne čistosti, npr. Deionizirane, destilirane ali reverzne osmoze s prevodnostjo manjšo ali enako 
10 μS/cm 
Medijem, ki vsebujejo znane kelatne snovi, kot so medij M4 in M7, se je potrebno pri 
testiranju snovi izogibati. Podrobno sestavo obeh medijev najdemo v OECD/OCDE 202. 
Priporočena trdota vode za veliko vodno bolho je med 140 in 250 mg/L (kot CaCO3) in 
pH med 6 in 9. Za druge vrste vodnih bolh je primerna nižja trdota. Vodo za redčenje 
lahko pred uporabo prezračujemo, da dosežemo nasičeno vrednost koncentracije 
raztopljenega kisika v vodi [28]. 
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Inkubacijski pogoji 
Temperatura mora biti v območju 18-22 °C, za vsak posamezen preizkus pa mora biti 
konstantna v območju ± 1°C. Priporoča se 16 h svetlobni in 8 h temni cikel. Lahko pa se 
uporabi tudi popolna tema, še posebej za testne snovi, ki niso obstojne na svetlobi [28]. 
Referenčna snov 
Referenčno snov uporabljamo za zagotovitev, da so preizkusni pogoji primerni. Za ta 
namen se priporočajo snovi, ki so predpisane v standardiziranih postopkih. Rezultati 
medlaboratorijskih testov in Tehnični popravek za ISO 6341 nam dajejo 24h EC50 za 
kalijev dikromat (K2Cr2O7) v območju od 0,6 mg/L do 2,1 mg/L. Preizkuse z referenčno 
snovjo je potrebno opraviti mesečno ali vsaj dvakrat letno [28]. 
Veljavnost testa 
Za preverjanje testa veljavnosti, velja nekaj meril. Imobilizacija vodnih bolh v kontrolni 
raztopini je lahko 10 % ali manj. Vodne bolhe ne smejo kazati imobilizacijo ali druge 
znake bolezni ali stresa, kot so razbarvanje in nenavadno obnašanje. Pri tem pa mora biti 
na koncu preizkusa, v kontrolnih in preizkusnih posodah, koncentracija raztopljenega 
kisika v raztopini najmanj 3 mg/L [28]. 
Opazovanje 
Vsako preizkusno posodo pregledamo po 24 h in 48 h. Pri tem preverimo imobilizacijo 
vodnih bolh. V poročilo je potrebno zapisati vsako spremembo/zanimivost kot so 
neobičajno obnašanje in videz [28]. 
1.2.1.7 Opis kroničnih testov 
Tako kot akutni test, tudi kronični test temelji na smernici Organizacije za gospodarsko 
sodelovanje in razvoj (OECD). Za razliko od smernice za izvajanje akutnih testov, je bila 
smernica za izvajanje kroničnih testov oz. preizkusov razmnoževanja dopolnjena 2. 
oktobra 2012 [29]. Smernica je v nekaj primerih zelo podobna smernici za izvajanje 
akutnih testov, zato se bom pri opisu osredotočila samo na razlike. 
Glavni cilj tega testa je oceniti učinek kemikalije na razmnoževanje organizma velika 
vodna bolha (Daphnia magna). Tudi tukaj za poskus uporabimo mlade vodne bolhe, ki 
so stare do 24 h in jih izpostavimo različnim koncentracijam preskusne snovi. Test traja 
21 dni. Na koncu poizkusa se oceni skupno število živih potomcev. Vpliv strupenosti 
preskusne snovi na razmnoževanje je izražen kot ECx.  
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V poročilo je potrebno zapisati tudi posebnosti o preživetju odraslih vodnih bolh in o prvi 
generaciji potomcev. Lahko se pojavijo tudi drugi učinki kor so rast (dolžina) in notranja 
stopnja povečanja populacije [29]. 
Testni organizmi 
Pri vsaki preskusni koncentraciji in pri kontrolni seriji imamo najmanj 10 organizmov, ki 
jih gojimo individualno. Pri poskusu se lahko uporabi manjše število testnih organizmov 
in najmanj 20 testirancev na koncentracijo, ki so razdeljeni na 2 ali več ponovitev z 
enakim številom testirancev (npr. štiri ponovitve s petimi vodnimi bolhami) [29]. 
Potek 
Vodne bolhe gojimo individualno v 50-100 mL veliki posodi. Za manjše vrste so mogoče 
tudi manjše količine medija v vsaki posodi. Za izpolnjevanje zahtev analitskega postopka 
pa lahko včasih potrebujemo tudi večje količine [29].  
Med testom moramo zagotoviti 16 h svetlobo z intenziteto, ki ne presega 15-20 μE/(s · 
m2), izmerjeno na površini. Medij menjamo najmanj 3-krat tedensko, pogostost menjanja 
pa je odvisna od stabilnosti preskusne snovi [29]. 
Prehranjevanje 
Za pol-statični test je potrebno hranjenje prednostno opraviti vsak dan, vendar najmanj 
trikrat na teden. Hrano se vmeša v majhno količino medija. Pri tem moramo paziti, da ne 
dodamo preveliko količino medija, saj bi na ta način razredčili koncentracijo testirane 
snovi. Suspenzijo alg in medija pred hranjenjem centrifugiramo [29]. 
Hrana, ki jo moramo zagotoviti vsaki vodni bolhi se meri v količini ogljika. Za veliko 
vodno bolho zadostuje mejna vrednost med 0,1 do 0,2 mg C/vodno bolho na dan [29]. 
Veljavnost testa 
Da bi bil test veljaven, mora biti smrtnost testiranih vodnih bolh v kontroli manjša ali 
enaka 20 %. Hkrati mora biti povprečno število živih mladičev (v kontroli) na preživelo 
bolho ob koncu preizkusa najmanj 60 [29]. 
Opazovanje  
Rezultate opazovanj med preizkusom je potrebno beležiti dnevno. Hkrati je potrebno 
opravljati tudi druge dodatne meritve in opazovanja, ki so zapisana v OECD 211 [29]. 
Mladiče, katere proizvede odrasla vodna bolha, je potrebno dnevno odstraniti in jih 
dnevno beležiti. S tem preprečimo, da bi uživali hrano, ki je namenjena za odraslo vodno 
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bolho. Namen te smernice je dobiti število živih mladičev na odraslo vodno bolho, vendar 
je potrebno zabeležiti tudi prisotnost mrtvih mladičev ali prekinjenih jajčec [29]. 
Umrljivost odraslih vodnih bolh je treba beležiti dnevno oz. vsaj tako pogosto kot štetje 
mladičev. 
Analitske določitve in meritve 
Najmanj enkrat na teden je potrebno meriti koncentracijo raztopljenega kisika, 
temperature, trdote in pH. Meriti moramo v svežem in starem mediju, kontroli ter najvišji 
koncentraciji preskusne snovi. Med preskusom se koncentracije preskusne snovi merijo 
v rednih časovnih presledkih. V pol-statičnih preskusih, pri katerih se pričakuje, da bo 
koncentracija preskusne snovi ostala znotraj ± 20% nominalnega, se priporoča, da se 
najvišja in najnižja koncentracija analizira sveže pripravljena in ob obnovi (ko menjamo 
medij). Te določitve je potrebno ponoviti vsaj enkrat tedensko [29]. 
1.2.2 Solinarski rakci 
Solinarski raki (Artemia salina) so eden izmed testnih organizmov, ki so na voljo za 
testiranje strupenosti. Najdemo jih tudi pod imenom Sea monkey (morska opica) ali Sea 
dragon (morski zmaj). Solinarski raki so razdeljeni na šest splošno prepoznanih 
biseksualnih vrst in veliko število partenogenetskih populacij. Skupne značilnosti vseh 
vrst pa so prilagodljivost širokim razponom slanosti (5 - 250 g/L) in temperaturi (6 - 35 
°C), kratki življenjski ciklus, visoka prilagodljivost na neugodne življenjske razmere, 
visoka plodnost, biseksualna/partenogenetska oblika razmnoževanja (naupli ali cistno 
proizvodnjo (jajčeca)), majhna velikost telesa in prilagodljivost na raznolike hranilne 
vire. Te značilnosti naredijo solinarskega raka kot ustrezen organizem za uporabo v 
ekotoksikologiji, kar zagotavlja zanesljivost, izvedljivost in stroškovno učinkovitost pri 
rutinskem in/ali raziskovalnem delu ekotoksičnosti. Nekateri znanstveniki, so še vedno 
kritični do vključitve solinarskega raka kot testnega organizma v standardizirane biološke 
teste. Kot razlog navajata odsotnost solinarskega raka v večini morskih ekosistemov, 
domnevno pomanjkanje občutljivosti za kemično izpostavljenost zaradi velike odpornosti 
na pogoje ekstremne slanosti in domnevna neuspešna dela nekaterih raziskovalcev, ki so 
jih uporabljali v svojih poskusih. Vendar je potrebno poudariti tudi veliko število 
značilnosti, ki pretvarjajo ta organizem za primerno vrsto za uporabo v ekotoksikologiji, 
vključno s široko geografsko porazdelitvijo, sorazmerno preprosto laboratorijsko kulturo 
in vzdrževanje, proizvodnjo veliko število potomcev in obstoja velikih količin informacij 
o nekaterih vrstah [30]. 
1.2.2.1 Življenjsko okolje 
Morski rakci se nahajajo v celinskih slanih vodah, kot je Veliko slano jezero (severni 
Utah), skalnata obala južneje od San Francisca in v Kaspijskem morju. Pojavljajo se tudi 
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drugje v slanih vodah, slanih močvirjih blizu obale, in v številnih umetnih solinah po 
svetu. V Sloveniji ga lahko srečamo v Sečoveljskih solinah ter nekatere druge vrste tudi 
na dolenjskem, notranjskem in v mlakah Julijskih alp. Ker je v oceanu preveč plenilcev, 
se solinarski rakci ne nahajajo v samem oceanu, ampak samo v notranjosti sipin na morski 
obali. Prednost njihovega slanega okolja je, da imajo zelo malo plenilcev, pomanjkljivost 
pa je, da imajo omejeno prehrano [31, 32]. 
1.2.2.2 Opis 
Odrasli solinarski rakec je dolg okoli 8-10 mm (samec) oz. 10-12 mm (samica), vendar 
pa lahko zraste tudi vse do 15 mm, vse je odvisno od okolja. Širina obeh spolov vključno 
z nogami je 4 mm. Ima podolgovato telo, ki je razdeljeno na vsaj 20 segmentov. Na 
osrednje telo je pritrjeno približno 11 parov nog imenovanih filopodiji. Na njih so pritrjeni 
široki listnati podaljški imenovani torakopodi, ki močno povečajo navidezno velikost. 
Odrasli solinarski rakci so lahko bledi, rožnati, zeleni ali prosojni. To je odvisno od hrane 
in koncentracije raztopljenega kisika v vodi. Njihova življenjska doba traja nekaj 
mesecev. Ima 2 vrsti oči. Dve očesi sta sestavljeni očesi in sta glavni optični čutni organ 
pri odraslih solinarskih rakih. Locirani sta na »fleksibilnih stebrih«. Srednje oko, 
imenovano naupilar, se nahaja spredaj v središču glave in je edini funkcionalni čutni 
organ v naupliju, ki deluje do odrasle stopnje. Priključki glave vključujejo kratek par 
prvih in drugih anten. Pri samicah so druge antene kratke in odebeljene, pri samcih pa so 
povečane in spremenjene v spenjalke, kakor vidimo na Sliki 11. Spenjalke samci 
uporabljajo pri parjenju [31, 33, 34]. 
  
Slika 11: Anatomija samca in samice odraslega solinarskega raka [35]. 
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1.2.2.3 Taksonomija 
Deblo: Arthropoda (Členonožec) 
Poddeblo: Brachiata  
Razred: Crustacea (Raki) 
Razred: Branchiopoda (škrgonožci) 
Red: Anostraca (brez lupine) 
Družina: Artemiidae 
Rod: Artemia 
Vrsta: Artemia salina 
1.2.2.4 Razmnoževanje 
Samci se razlikujejo od samic po drugih antenah. Te so pri samcih izrazito povečane in 
modificirane v organe (spenjalke), ki jih uporabljajo pri parjenju. Pri nekaterih vrstah in 
populacijah solinarskih rakov so samci zelo redki, zato se samice razmnožujejo s 
partenogenezo. Med parjenjem samci samici deponirajo spermo, kjer se jajca oplodijo in 
nastanejo kapsule. Jajca se shranijo v jajčno leglo. Po enem ali nekaj dneh samica sprosti 
jajčeca. Samica lahko sprosti vsakih nekaj dni več serij jajčec [34, 35].  
Glede na okoljske razmere se lahko sprostita 2 tipa jajčec in sicer poletna ter zimska 
jajčeca. Poletna jajca so tanka oluščena jajčeca. Te se še naprej razvijajo in se hitro 
izležejo. Zimska jajčeca (imenovane ciste) so pa debela rjava jajčeca, pri katerih se razvoj 
ustavi na zgodnji stopnji. Ciste se izležejo v ekstremnih pogojih, kot so nizka vsebnost 
kisika ali slanost nad 150 g/L. Jajčeca so prevlečena s horionom (rjava barva). Ta jajčeca 
se lahko popolnoma izsušijo in ostanejo v presnovno neaktivnem stanju  (imenovanem 
anabioza) do 10 ali več let. V tem stanju lahko ciste zdržijo hude okoljske pogoje kot so 
segrevanje na 80 °C 1 h, ohlajanje na -190 °C 24 h ali zmanjšanje zračnega tlaka na 1 · 
10-6 mm Hg za 6 mesecev. Ko se jajčeca odložijo v slano vodo, se izležejo v nekaj urah. 
Na Sliki 12 so jajčeca solinarskih rakov (ciste) [34, 35]. 
 
Slika 12: Jajčeca solinarskih rakov (ciste) [36]. 
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Življenjski cikel solinarskega raka se začne kot naupli. V dolžino meri cca. 500 μm ter 
ima preprosto nerazdeljeno trikotno telo in tri pare dodatkov. To so 1. in 2. antena ter 
čeljust. Anteni uporabljajo za plavanje. V optimalnih pogojih lahko naupli v osmih dneh 
doseže odraslo stopnjo. Telo postane segmentirano in razvijejo se dodatni udi. Na Sliki 
13 vidimo razvoj okončin solinarskega raka od jajčeca do odraslega organizma.  Kadar 
so razmere dobre, zrele samice sproščajo razvijajoče se zarodke ali pa v vodo sprostijo 
nauplije. Toda, ko postanejo okoljski pogoji nevzdržni, kot so temperature ali premalo 
hrane, samice sproščajo ciste premera 200-300 μm. Ciste ohranjajo inertno življenjsko 
dobo zarodkov, dokler so suhe ali v anoksičnih pogojih. Ko se razmere izboljšajo, zarodek 
nadaljuje razvoj in življenjski cikel se nadaljuje. Ciste se lahko shranjuje več let, žive 
nauplije pa od 24 do 36 ur inkubacije. Slika 14 grafično prikazuje razvojni krog 
solinarskega raka [37, 38].  
 
Slika 13: Stopnje razvoja solinarskega raka [39]. 
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Slika 14: Razvojni krog solinarskega raka [38]. 
1.2.2.5 Prehranjevanje 
Solinarski rak se prehranjuje z zelenimi algami. Prehranjuje se tako, da med plavanjem 
prefiltrirajo majhne delce z drobnimi tankimi bodicami, ki se nahajajo na nogah. Lahko 
pa tudi s strganjem alg iz skal, ki se nahajajo na dnu [31]. 
1.2.2.6 Opis akutnih testov 
Trenutno potekajo različni preskusi strupenosti s solinarskim rakom. Na voljo so 
kratkotrajni testi (akutni) in dolgotrajni testi (kronični). Pogosteje se uporabljajo akutni 
testi, vendar nobena izmed njih ni mednarodno standardizirana metoda. Metode za 
testiranje imobilizacije/umrljivost so standardizirali samo v Italiji. Standardizirale so 
Italijanska agencija za varstvo okolja in Italijanski inštitut za raziskovanje voda (APAT 
IRSACNR) in Italijanska agencija za standardizacijo v kemijskem sektorju (Unichim). 
Kljub pogosti in razširjeni uporabi solinarskega raka pri preskušanju strupenosti, še vedno 
ni usklajenih protokolov, ki bi jim lahko mednarodne organizacije sledile. Nujno so 
potrebne tudi primerjave za interkalibracijo [40].  
Glavni razlog za izbiro solinarskih rakov kot testnih organizmov je lahka dostopnost v 
obliki cist oz. jajčec. Ta prednost reši glavni problem strupenostnih testov z vidika 
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pridobivanja in/ali gojenja. Če imamo suha jajčeca (ciste) solinarskega raka, lahko test v 
vodnem mediju naredimo kjerkoli in kadarkoli, saj so na voljo po vsem svetu (kot vir 
hrane za ribe in ribogojstvo s pomočjo rakov). Vrsta je bila izbrana kot osnova za 
enostaven, poceni in dostopen kratkotrajni test [41]. 
Poznamo nekaj smernic za izvajanja standardiziranega testa z naupliji solinarskega raka. 
To so, da so za akutno testiranje primerni solinarski raki v zgodnji fazi, ki lahko preživijo 
nekaj dni brez hrane. Naupliji morajo biti izvaljeni pod strogo kontroliranimi pogoji, kot 
so temperatura, slanost, prezračevanje, svetloba in pH. Pri vseh testih morajo biti 
testiranci enako stari in morajo izhajati iz enakega geografskega porekla. Eksperimentalni 
pogoji morajo biti natančno definirani. Kontrolni test z referenčno raztopino mora biti 
narejen vsakič in vzporedno s testom, da preverimo občutljivost testirancev in pravilnost 
standardnega postopka [41]. 
 
Akutni strupenostni testi z Artemia naupliji (ARC- Artemia referenčni center)  
Ta standardna metoda je bila razvita v Referenčnem središču Artemia  na univerzi v Gentu 
v Belgiji [41]. Protokol je bil izdelan za ugotavljanje akutne strupenosti z naupliji 
solinarskega raka in je podoben protokolu ISO za ugotavljanje akutne strupenosti na 
vodno bolho (Daphnia).  
Namen testa je določiti koncentracijo ki v 24 h imobilizira 50 % testirancev pod 
kontroliranimi pogoji. Ta koncentracija se imenuje 24h LC50. 
Testni medij 
Za valjenje in za test se uporablja standardna umetna morska voda z 35 ± 1 % slanostjo. 
Če je mogoče, se pripravi standardno umetno morsko vodo s pomočjo destilirane vode. 
Po 24 h  prezračevanju in stabilizaciji mora biti pH raztopine 8,0 ± 0,5 in najmanj 80 % 
nasičenost s kisikom. Po potrebi pH uravnavamo s HCl ali NaOH. Raztopino je 
priporočljivo shranjevati pri nižji temperaturi in ne sme biti shranjena več kot 2 tedna 
[41]. 
Valjenje in priprava nauplijev 
Za vsak test damo v 100 mL morske vode približno 100 mg cist. Temperatura vode mora 
biti 25 ± 1°C, omogočena pa mora biti osvetlitev (intenziteta vsaj 500 luksov). Ciste 
morajo imeti stalno prezračevanje, ki je nameščena na dnu. 
Po 18 h do 24 h ustavimo prezračevanje in s pipeto poberemo izvaljene nauplije, ki se 
nahajajo spodaj. Prestavimo jih v erlenmajerico, v katero predhodno damo 200 mL 
morske vode. V erlenmajerici nastavimo prezračevanje in pustimo točno 24 h. 
Temperatura vode mora biti stalno 25 ± 1 °C. Osvetlitev mora biti močnejša in sicer 500-
1000 luksov. V tem času se bodo naupliji razvili do razvojne stopnje II, nekateri pa tudi 
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do III. Nato prelijemo nauplije v petrijevko za nadaljnje ročno prestavljanje v testne 
petrijevke. 
Potek 
Test delamo v petrijevkah. 10 nauplijev (valjenje in priprava nauplijev) prenesemo v 
petrijevko napolnjeno z 10 mL testne raztopine. Nauplije prenesemo s pomočjo steklene 
kapalke. Pri tem moramo paziti, da ne razredčimo testne raztopine z morsko vodo. 
Volumen morske vode, ki jo lahko prenesemo hkrati z naupliji je 0,05 mL. Testne 
raztopine s testiranci moramo hraniti v temi pri 25 °C. 
Referenčna strupena snov 
Referenčna raztopina je bila natrijev lauril sulfat, poznana tudi kot natrijev dodecil sulfat, 
SLS, SDS,…Ta spojina se navadno uporablja v raziskavah površinske napetosti. 
Kasneje so kot referenčno strupeno snov uporabljali tudi druge snovi, kot so CuSO4 in 
K2Cr2O7 [40]. 
Veljavnost testa 
Preizkus je veljaven, če je umrljivost v kontroli manjša od 10 %, 24h LC50 za natrijev 
lauril sulfat mora biti med 13,3 in 19,9 mg/L. V najnižji koncentraciji z 100 % 
umrljivostjo pa mora biti po koncu preizkusa koncentracija raztopljenega kisika večja od 
2 mg/L. 
Opazovanje 
Po 24 h vsako petrijevko, v kateri so testne raztopine pregledamo ter mrtve/imobilizirane 
organizme izločimo. Rezultate in druge spremembe vedenja si zapišemo. Če se testiranci 
med opazovanjem 10 sekund ne premaknejo, jih obravnavamo kot mrtve. Če imamo v 
testnih raztopinah 100 % umrljivost, moramo v najmanjši koncentraciji 100 % umrljivosti 
izmeriti koncentracijo kisika. 
Testi z antibiotiki 
Čeprav niso testi s solinarskimi raki standardizirani se občasno uporabljajo tudi za 
testiranje antibiotikov. V študiji [42] so ugotavljali strupenost 5 antibiotikov na 
solinarskega raka. To so bili aminosidin, bacitracin, eritromicin, flumekvin in linkomicin. 
Vrednosti EC50 so bile primerljive z vrednosti najdenimi za veliko vodno bolho in druge 
sladkovodne organizme. Najbolj strupen je bil  bacitracin, ki je povzročil spremembo 
normalnega razvoja, kar je povzročilo vidno zmanjšanje normalne stopnje izvalitve 
posameznikov. Rezultati so bili naslednji: bacitracin (24h EC50 = 34,06 mg/L, 48h EC50 
= 21,82 mg/L) > flumekvin ( 24h EC50 = 476,8 mg/L, 48h EC50 = 307,7 mg/L, 72h EC50 
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= 96,35 mg/L) > linkomicin ( 72h EC50 = 283,1 mg/L) > aminosidin ( 48h EC50 = 2220 
mg/L, 72h EC50 = 846,5 mg/L). Eritromicin ni imel vpliva na solinarske rake [42]. 
Da si lažje predstavljamo različnih občutljivosti na isto snov različnih vrst, so raziskovalci 
ocenili občutljivost solinarskega raka na pogosto uporabljene kemikalije (metanol, etanol, 
aceton, DMSO, 3,5-DCF, fenol) in dobljene rezultate primerjali z odzivi drugih 
organizmov, ki se uporabljajo v ekotoksikoloških študijah. Metodo so izvedli v skladu s 
spremenjenim postopkom ARS-testa. Za oceno občutljivosti so izbrali K2Cr2O7. Teste so 
delali na solinarskih rakcih II-III razvojne stopnje. Test je potekal v temi in pri temperaturi 
25 °C. Strupenost testiranih kemikalij je bila izražena kot 24h EC50 (s 95 % mejo 
zaupanja) v mg/L. Rezultati so pokazali, da ima solinarski rak večjo toleranco na številne 
kemikalije. Dobljene občutljivosti solinarskega raka in drugih organizmov, uporabljenih 
za ekotoksikološke študije (bakterije (Vibrio fischeri), ribe, raki (Daphnia magna)), so 
nato primerjali in ovrednotili razmerje med njihovimi odzivi. Solinarski rak je pokazal 
dobro korelacijo s strupenostjo vseh izbranih organizmov. Korelacijski koeficient se je 
gibal R2 (0,987 ± 0,020). Ta pristop nam pomaga, da se iz etičnih in ekonomskih vidikov 
izognemo prekomernemu preskušanju strupenosti [43]. 
1.2.2.7 Kronični testi 
Preizkusi kronične strupenosti raziskujejo dolgotrajno izpostavljenost 2 - 4 tedne do 
celotnega življenjskega cikla solinarskega raka pri relativno nizkih koncentracijah. 
Strupenost je izražena kot koncentracija brez opaznega učinka (NOEC) in najnižja 
koncentracija opazovanega učinka (LOEC). Kot končne točke se upoštevajo preživetje, 
rast in razmnoževanje [40]. 
Narejenih je bilo kar nekaj kroničnih testov s solinarskimi raki. Ugotavljali so kronično 
strupenost različnih snovi, kot so različna slanost, Cd, Cu, Hg, As, Se, dimilin (insekticid), 
oljni dispergatorji, SDS [44]. Testi so potekali različno dolgo. Potekali so od 7 - 28 dni. 
Uporabili so nauplije II-III razvojne stopnje. Za medij so uporabili umetno morsko vodo. 
Hranili so z različnimi algami (zelene in rjave). Medij s strupenimi snovmi in hrano so 
menjali 3-krat tedensko, v enem primeru tudi na 3 dni (2-krat tedensko) [40]. Merjenja 
kronične strupenosti antibiotikov na solinarske rake se manj uporablja, ker so solinarski 
raki manj občutljivi na antibiotike. 
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2 Eksperimentalni del   
Namen magistrskega dela je bil oceniti akutno strupenost izbranih antibiotikov (tiamulin, 
levofloksacin, amoksicilin in klaritromicin) na veliko vodno bolho (Daphnia magna) in 
solinarskega raka (Artemia salina). V okviru magistrske naloge smo vpeljali teste z 
vodnimi bolhami.  
2.1 Vodne bolhe 
Vodne bolhe so zelo občutljiv organizem, zato je bilo potrebno z njimi previdno rokovati.. 
Za pripravo raztopin smo uporabljali Milli-Q vodo. Tudi steklovina, ki je bila vedno v 
uporabi je bila namenjena samo za vodne bolhe. 
 
 Slika 15: Milli-Q sistem za pripravo Milli-Q 
vode. 
2.1.1 Gojenje vodnih bolh 
Vodne bolhe so bile iz Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. Najprej je bilo 
potrebno pripraviti ustrezen medij za gojenje vodnih bolh. 
2.1.1.1 Priprava medija M4 [29] 
Medij M4 se uporablja za gojenje vodnih bolh ter  kot razredčevalna raztopina v kroničnih 
testih strupenosti z vodnimi bolhami. Pripravljali smo ga po potrebi in ga pripravljenega 
shranili v temnem prostoru pri cca. 21 °C. Osnovne raztopine, ki se potrebujejo za 
pripravo medija, pa smo shranjevali v hladilniku pri 4 °C. V 5 L stekleno posodo smo 
odpipetirali raztopine v sledečem vrstnem redu ter napolnili z Milli-Q vodo do 5 L. 
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Osnovne raztopine smo pripravili v Milli-Q vodi. 
- 1.1. raztopina CaCl2 
73,52 g/L CaCl2 x 2H2O 
- 1.2. raztopina MgSO4 x 7H2O 
123,3 g/L MgSO4 x 7H2O 
- 1.3. raztopina KCl 
5,8 g/L KCl 
- 1.4. raztopina NaHCO3 
64,8 g/L NaHCO3 
- 2.1. raztopina kationov 
V 250 mL  Milli-Q vode smo zatehtali: 
900 mg MnCl2 x 4H2O 
765 mg LiCl 
177,5 mg RbCl 
380 mg SrCl2 x 6H2O 
40 mg CuCl2 x 2H2O 
32,5 mg ZnCl2 
25 mg CoCl2 x 6H2O 
- 2.2. raztopina anionov  
V 250 mL Milli-Q vode smo zatehtali: 
137 mg NaNO3 
1429,75 mg H3BO3 
8 mg NaBr 
31,5 mg Na2MoO4 x 2H2O 
1,625 mg KJ 
1,095 mg Na2SeO3 
0,288 mg NH4VO3 
- 2.3. silikatna raztopina 
21,475 mg/L Na2SiO3 
- 2.4. raztopina Fe/EDTA 
Za pripravo 250 mL, smo ločeno pripravili raztopini v dveh posodah. 125 mL 
Milli-Q vode smo dodali: 
1. 125 mg Na2EDTA x 2H2O 
2. 47,5 mg FeSO4 x 7H2O  
Raztopino dobimo tako, da raztopini 1. in 2. zmešamo skupaj in takoj postavimo 
v avtoklav. Avtoklavirati moramo 30 minut. 
- 2.5. fosfatna raztopina 
V 250 mL Milli-Q vode smo zatehtali: 
70 mg KH2PO4 
47,5 mg K2HPO4 
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- 2.6. raztopina vitaminov 
V 100 mL Milli-Q vode smo zatehtali: 
70 mg tiamin hidroklorida (B1) 
1 mg cianokobalamina (B12) 
0,7 mg biotina (B7) 
Raztopino vitaminov smo dobro premešali ter jih po 0,5 mL odpipetirali v 
mililitrske plastične viale in jih zamrznili. Pred uporabo smo potrebno količino 
odmrznili. 
V 5 L stekleno posodo smo napolnili: 
- 20 mL raztopine 1.1. 
- 5 mL raztopine 1.2. 
- 5 mL raztopine 1.3. 
- 5 mL raztopine 1.4. 
- 0,5 mL raztopine 2.1. 
- 2,5 mL raztopine 2.2. 
- 1 mL raztopine 2.3. 
- 25 mL raztopine 2.4. 
- 2,5 mL raztopine 2.5. 
- 0,5 mL raztopne 2.6. 
4933 mL Milli-Q vode 
Po pripravi medija je stal še dodatnih 24 h. Nato smo naredili poskusni test. Ta je potekal 
tako, da smo v približno 200 mL medija dodali cca. 10 vodnih bolh, jih nahranili, pokrili 
s parafilmom in pustili približno dan ali dva. Nato smo pregledali, če so vodne bolhe žive 
oz. če kažejo kakšne druge posebnosti (nenavadno vedenje). V primeru, da je z bolhami 
vse v redu, je medij primeren za uporabo. Slika 16 prikazuje pripravljen medij M4 in 
parafilm. 
Preden se je medij uporabljal, je vedno stal najmanj 2 dni, najbolje pa je, da stoji več dni. 
Takemu mediju se vodne bolhe hitreje prilagodijo (manjši šok) in hitreje se začne njihova 
reprodukcija.  
V primeru, da je medij v akvariju postal moten ali se pa je pojavilo preveč alg, se 
pripravljen medij uporabi. Polovico starega medija zavržemo in dopolnimo z novim (tudi 
če ni stal več dni). Tako bo prilagoditev hitrejša. Celoten medij moramo nato čez nekaj 
dni popolnoma zamenjati. Medij se v gojitvenih akvarijih ne menja istočasno. Kajti v 
primeru, če bo šlo kaj narobe (mrtve vodne bolhe), imamo še nekaj rezervnih vodnih bolh 
v drugem akvariju in lahko nadaljujemo z gojenjem. Poleg tega pa bomo hitreje in lažje 
našli vzrok in ga odpravili.  
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Slika 16: Pripravljen medij M4 in parafilm. 
2.1.1.2 Prehrana in priprava hrane 
Vodne bolhe smo hranili s Spirulino in Vitakraft fish food; Premium VITA (flake-mix) 
(Slika 17). S Spirulino smo hranili dnevno med tednom po 6 mg/20 vodnih bolh, razen 
ob petkih, ko smo zaradi prihajajočega vikenda povečali količino na 10 mg/20 vodnih 
bolh. Kasneje, ko so bile malo večje, smo povečali dnevno količino na 8 mg/20 vodnih 
bolh. Z ribjo hrano (Vitakraft) smo jih hranili 2x tedensko in sicer ob ponedeljkih in 
četrtkih po 20 mg/20 vodnih bolh. Ribjo hrano smo morali pred uporabo, zaradi prevelikih 
koščkov, streti v terilnici. 
Hrano smo natehtali v čašo, dodali Milli-Q vodo in magnetno mešalo. Pustili smo mešati 
približno 30 minut. Nato smo suspenzijo zlili v akvarij z vodnimi bolhami. 
 
Slika 17:Vitakraft fish food; 
Premium VITA (flake-mix) in 
Spirulina. 
2.1.1.3 Osvetlitev 
Osvetlitev je zelo pomembna, da ne pride do zmanjšanja ur naravne svetlobe. Uporabljali 
smo navadno svetilko, kot prikazuje Slika 18. Osvetlitev je bila 1000 lux. Razlika med 
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vodno bolho z haploidnim in diploidnim  jajčecem je prikazana  na Sliki 19. Haploidno 
jajčece se je pojavilo zaradi neprimerne osvetlitve ali drugih pogojev. Zato moramo imeti 
tudi možnost nastavitve dnevno temnega režima. Uporabljali smo analogno stikalno uro, 
na kateri smo nastavili 14 : 10h dnevno/nočni režim.  
 
Slika 18: Gojitveni prostor s štirimi 
gojitvenimi posodami, rezervo in 
osvetlitvijo. 
 
Slika 19: Vodna bolha s haploidnim jajčecem in vodna bolha z 
dvema diploidnima jajčecema. 
2.1.1.4 Odstranjevanje mladičev  
Mladiče smo dnevno odstranjevali, saj odraslim vodnim bolham odžirajo hrano. Na ta 
način imamo tudi pregled koliko vodnih bolh imamo v akvariju. Mladiče, ki so stari do 
24 h lahko uporabimo za strupenostne teste ali jih pa shranjujemo v posebni čaši in jih 
imamo v rezervi. Lahko jih nadomestimo z mrtvimi odraslimi bolhami in tako 
zagotovimo stalno število vodnih bolh v akvariju. Odstranjevala sem jih s pomočjo 
plastične Pasteurjeve pipete (Slika 20). 
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Slika 20: Odstranjevanje mladičev iz akvarija. 
Ko je bilo novih vodnih bolh zelo veliko (cca. 500), smo s plastično Pasteurjevo pipeto 
odstranili odrasle vodne bolhe (20), medij z mladiči pa precedili skozi najmanjše cedilo. 
Na cedilu so ostali samo mladiči. 
2.1.1.5 Gojitvene posode 
Vodne bolhe smo gojili v treh akvarijih (2 L, 3 L, 4 L) ter v 2-litrski čaši. Vse skupaj smo 
imeli 100 vodnih bolh. V akvariju velikosti 4 L smo imela 40 vodnih bolh, v ostalih 
akvarijih in v čaši pa po 20. Gojitvene posode vidimo na Sliki 18. Posode so bile pokrite 
s parafilmom. S tem smo preprečili pretirano izhlapevanje vode ter možnost vdora tujih 
snovi. Na vsaki gojitveni posodi smo po menjavi medija označili nivo medija, datum 
menjave medija ter datum priprave medija, kakor prikazuje Slika 21. Na sliki vidimo 
primer označbe akvarija. Rdeča oznaka pove informacije o trenutnem mediju, modra 
barva pa pove datum menjave in nivo predhodnega medija. Tako smo imela stalni pregled 
nad količino izgubljene vode ter izvora medija (v primeru, če je prišlo do prevelike 
umrljivosti). Količino izgubljene vode smo nadomestili z Milli-Q vodo. 
 
Slika 21:Primer označenega akvarija. 
2.1.1.6 Beleženje rezultatov in analiza 
Vsak dan smo beležili, za vsako gojitveno posodo posebej, število mladičev, št. dodanih 
vodnih bolh (umrljivost), datum menjave medija, datum priprave medija ter druge 
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posebnosti. Beležili smo si tudi dnevno količino hrane, ki smo jo porazdelili med akvariji 
in rezervo. Na Sliki 22 je primer beleženja rezultatov. 
 
Slika 22: Primer vodenja evidence. 
Beleženje smo redno opravljali od 31. marca do 29. junija 2017. Za vsak akvarij posebej 
ter za vse akvarije skupaj smo izračunali dnevno število mladičev na vodno bolho. 
Analizo smo delali v programu Excel.  
Beleženje rezultatov in vodenje dnevnika ima veliko prednosti. Še posebej takrat, kadar 
pride do kakšnih nenadnih dogodkov (smrti vodnih bolh). V tem primeru lahko 
pogledamo, kateri dejavnik smo spremenili in lažje ugotovimo morebitni vzrok za nastalo 
situacijo in jo kar najhitreje odpravimo.  
2.1.2 Akutni testi 
Z akutnimi testi smo ugotavljali vpliv antibiotikov na veliko vodno bolho. Test smo delali 
po smernici OECD št. 202 [28].  
Za akutni test se uporabljajo vodne bolhe, ki so stare manj kot 24 h. To smo zagotovili 
tako, da smo dan pred testom iz akvarijev pobrali vse mladiče ter v akvariju pustili samo 
odrasle vodne bolhe. Bolhe, ki so se v tem času izvalile, so bile primerne za izvajanje 
akutnih testov. Med testom vodnih bolh nismo hranili. 
 
Delo je potekalo v naslednjem vrstnem redu: 
 Priprava razredčevalne raztopine 
 Referenčna snov 
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 Test z referenčno snovjo 
 Priprava raztopin 
 Preliminarni test 
 Definitivni test 
 Opazovanje, obdelava podatkov ter podajanje rezultatov 
 
2.1.2.1 Priprava razredčevalne raztopine 
Kot razredčevalna raztopina se pri akutnih testih uporablja mešanica raztopin CaCl2 x 
2H2O, MgSO4 x 7H2O, NaHCO3 in KCl (Slika 23) [28]. Vsake raztopine smo pripravili 
100 ml. Raztopine smo shranjevali v temnem prostoru (omara) pri temperaturi približno 
21 °C. Raztopine koncentracij smo pripravili tako, kot je prikazano v Tabeli 3. Nato smo 
v 1000 mL bučo dodali 2,5 mL vsake raztopine in do vrha napolnili z Milli-Q vodo. Tako 
smo dobili razredčevalno raztopino. Pred uporabo, smo jo dobro premešali.   
Tabela 3: Tabela osnovnih raztopin za pripravo razredčevalne raztopine. 
Osnovne raztopine  Količina raztopin, ki smo jih dodali 
Milli-Q vodi za pripravo 1 L razred. 
razt. [mL] 
Snov Količina, ki smo jo 
dodali 100 ml vode 
[g] 
CaCl2 x 2H2O 117,6 2,5 
MgSO4 x 7H2O 49,3 2,5 
NaHCO3 25,9 2,5 
KCl 2,3 2,5 
 
 
Slika 23: Raztopine za pripravo 
razredčevalne . 
2.1.2.2 Referenčna snov 
Za referenčno snov smo uporabili K2Cr2O7. Z referenčno snovjo preverimo ali so 
organizmi primerni za teste. Da so vodne bolhe primerne za opravljanje akutnih testov, 
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mora 24h EC50 po ISO 6341 znašati med 0,6 mg/L do 2,1 mg/L ter inhibicija v slepem 
testu (kontroli) mora biti manjša od 10 %. 
Pripravili smo osnovno raztopino K2Cr2O7 s koncentracijo 1 g/L. Zaradi uporabe majhnih 
koncentracij, smo osnovno raztopino razredčili do koncentracije 10 mg/L. Nato smo v 
100 ml bučke pripravili raztopine različnih koncentracij. To smo naredili tako, da smo od 
osnovne raztopine 10 mg/L odpipetirali ustrezne volumne in jih razredčili z 
razredčevalno raztopino, kakor prikazuje Tabela 4. 
Tabela 4: Tabela volumnov in končnih koncentracij 
Volumen osnovne raztopine 
 [10 mg/L] 
Koncentracija 
[mg/L] 
40 mL 4,00 
32 mL 3,20 
25 mL 2,50 
18 mL 1,80 
10 mL 1,00 
5,6 mL 0,56 
Slepi vzorec (0 mL) Razredčevalna razt. 
Za vsako koncentracijo smo imeli 2 paralelki po 5 vodnih bolh, kakor prikazuje Tabela 
5. 
Tabela 5: Število vodnih bolh in paralelk v vsaki koncentraciji. 
Koncentracija 
K2Cr2O7 [mg/L] 
Paralelka 1 
(število vodnih bolh) 
Paralelka 2      
(število vodnih bolh) 
Slepi vzorec 5 5 
0,56 5 5 
1,00 5 5 
1,80 5 5 
2,50 5 5 
3,20 5 5 
4,00 5 5 
Potek testa je narisan na Sliki 24. V izhodno petrijevko ter v paralelki 1 in 2 smo dali 30 
mL testne raztopine. Nato smo iz čaše z vodnimi bolhami, ki so namenjene za testiranje, 
s pomočjo steklene Pasteurjeve pipete preložili 10 vodnih bolh v izhodno petrijevko. Iz 
izhodne petrijevke smo nato v paralelko 1 in 2 preložili v vsako po 5 vodnih bolh. To smo 
ponovili za vsako koncentracijo. Izhodna petrijevka nam služi za minimalno redčenje, ki 
je posledica prelaganja vodnih bolh iz medija, ter zagotavljanja enakih pogojev. Najbolje 
je, da začnemo pri najmanjši koncentraciji, saj se tako izognemo večkratnemu čiščenju. 
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Nato smo paralelke 1 in 2 pokrili, jih ustrezno označili ter inkubirali v temi pri temperaturi 
21 °C kakor prikazuje Slika 25. Po 24 h in 48 h smo pregledali vodne bolhe. 
 
Slika 24: Potek akutnega testa. 
 
Slika 25: Inkubacija petrijevk v temi pri 
temperaturi 21 °C. 
2.1.2.3 Priprava raztopin antibiotikov 
Pripravili smo osnovne raztopine antibiotikov tiamulin, levofloksacin in amoksicilin. 
Testov z antibiotikom klaritromicinom z vodnimi bolhami nismo delali, ker klaritromicin 
se ni raztopil v razredčevalnem mediju. Morali smo dodati etanol.  
Potek priprave raztopin za vse antibiotike je identičen. Najprej smo pripravili osnovno 
raztopino s koncentracijo 1 g/L. Osnovne raztopine antibiotikov smo hranili v hladilniku 
pri temperaturi 4 °C.  
2.1.2.4 Preliminarni test 
Najprej smo naredili preliminarni test za vse antibiotike. S tem testom smo zajeli širše 
koncentracijsko območje delovanja strupenosti. Test smo delali po enakem postopku kot 
test z referenčno raztopino. V Tabeli 6 so prikazane koncentracije, ki smo jih uporabili za 
preliminarni test ter količine odpipetiranega volumna od osnovne raztopine (1 g/L), da 
smo dobili željene koncentracije. Petrijevki s pokrivalom smo postavili v temo na 21 °C 
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in po 24 h ter 48 h ovrednotili rezultate. Na podlagi rezultatov, smo se nato odločili kakšne 
koncentracije bomo uporabili v definitivnem testu. 
Tabela 6: Koncentracije in odpipetirani volumni 
osnovne raztopine za pripravo željenih koncentracij. 
Volumen osnovne raztopine 
 [1 g/L] 
Koncentracija 
[mg/L] 
Slepi vzorec 0 
1 mL 10 
5 mL 50 
10 mL 100 
25 mL 250 
2.1.2.5 Definitivni test 
Glede na rezultate preliminarnega testa smo določili koncentracije definitivnega testa za 
vsak antibiotik posebej. Za najnižjo koncentracijo smo vzeli najvišjo koncentracijo, pri 
kateri je bila imobilizacija 0 %. Za najvišjo koncentracijo pa smo vzeli najnižjo 
koncentracijo pri kateri je bila imobilizacija 100 %. Vsak test smo delali dvakrat. Potek 
dela je identičen poteku testa z referenčno snovjo. Po 24 h in 48 h inkubaciji v temi pri 
21 °C smo pregledali vodne bolhe. 
 
Slika 26: Test merjenja akutne strupenosti 
antibiotika tiamulina na veliko vodno 
bolho. 
 
2.1.2.6 Opazovanje, obdelava podatkov ter podajanje rezultatov 
Po 24h in 48h inkubaciji v temi pri 21 °C smo odčitali rezultate za vsak preizkus. Nato 
smo izračunali inhibicijo po enačbi (1). Izračunane posamezne inhibicije smo vnesli v 
diagram na os y, v odvisnosti od logaritma koncentracije, ki je bila na osi x. Po metodi 
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najmanjših kvadratov smo določili vrednost 24h EC50 in 48h EC50 [45]. Obdelavo 
podatkov smo naredili v programu Excel. 
𝐼 =
(𝑛0−𝑛1)
𝑛0
× 100                                                                                                           (1) 
I       inhibicija (%) 
n0        število vodnih bolh ob t = 0 h (/) 
n1     število vodnih bolh ob t = 24 h ali t = 48 h (/) 
2.1.3 Kronični testi 
S tem testom smo želeli oceniti učinek antibiotika tiamulina na razmnoževanje vodnih 
bolh Daphnia magna. Test smo delali po smernici OECD št. 211 [29]. 
Za kronični test smo uporabili vodne bolhe mlajše od 24 h. To smo zagotovili tako, da 
smo dan pred testom iz akvarijev odstranili vse mlade vodne bolhe ter v akvariju pustili 
samo odrasle vodne bolhe. Bolhe, ki so se v tem času izvalile, so bile primerne za 
izvajanje kroničnega testa.  
Delo je potekalo v naslednjem vrstnem redu: 
 Priprava medija 
 Referenčna snov in test z referenčno snovjo 
 Priprava raztopin 
 Kronični test 
 Opazovanje, obdelava podatkov ter podajanje rezultatov 
2.1.3.1 Priprava medija 
Medij je bil identičen mediju, ki se uporablja za gojenje vodnih bolh. Medij smo 
pripravljali tedensko in sicer po 10 L naenkrat. Pred uporabo smo morali izmeriti 
koncentracijo raztopljenega kisika, pH vrednosti, temperaturo medija. Uporabili smo ga 
tudi kot razredčevalno raztopino. Po uporabi smo ga pokrili s parafilmom. 
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Slika 27: Medij za kronični test. 
2.1.3.2 Referenčna snov in test z referenčno snovjo 
Test je identičen testu z referenčno snovjo pri akutnih testih. Z njim se preveri občutljivost 
vodnih bolh. 
2.1.3.3 Priprava raztopin 
Pripravili smo osnovno raztopino tiamulina s koncentracijo 500 mg/L. To je bila osnovna 
raztopina, katero smo uporabili tudi pri naslednjih poizkusih. Osnovno raztopino smo 
shranjevali v hladilniku pri 4 °C.  
2.1.3.4 Kronični test 
Iz osnovne raztopine tiamulina smo odpipetirali različne volumne (Tabela 7) ter dodali 
ustrezno količino medija v 500 ml čašo (potrebovali smo 350 ml oz. 400 ml raztopine). 
Različne koncentracije tiamulina smo pripravili isti dan izvajanja testov. Raztopino z 
najvišjo koncentracijo ter slepega vzorca smo vedno pripravili 50 ml več, zaradi izvajanja 
meritev (T, pH, koncentracija raztopljenega kisika).  
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Tabela 7: Volumen odpipetirane osnovne raztopine, koncentracija 
in končni volumen vsake raztopine. 
Volumen osnovne raztopine 
 [500 mg/L] 
Koncentracija 
[mg/L] 
Končni 
volumen [L] 
0,35 mL 0,5 0,35 
0,70 mL 1,0 0,35 
2,10 mL 3,0 0,35 
4,20 mL 6,0 0,35 
7,20 mL 9,0 0,40 
Slepi vzorec 0,0 0,40 
Test smo izvajali 28 dni. Potekal je v 100 mL čašah, ki smo jih pred testom dobro očistili 
ter omočili z Milli-Q vodo. V vsaki koncentraciji in v slepi smo imeli 7 vodnih bolh, tako 
kot je prikazano na Sliki 28. Potrebovali smo 42 (do 24 h starih) vodnih bolh in 42 100 
mililitrskih čaš. V vsako čašo smo dali 50 ml določene raztopine ter vodno bolho. Čaše 
smo ustrezno oštevilčili, da ne bi prišlo do zamenjave. Medij smo vodnim bolham menjali 
na vsake 2 dni (ponedeljek, sreda ter petek). Pripravljali smo ga tedensko. Raztopino smo 
mešali vedno pred menjavo medija. Pri tem smo kontrolirali pH, količino raztopljenega 
O2 ter temperaturo. Meritve smo delali pred menjavo in po menjavi medija za najvišjo 
koncentracijo ter slepi vzorec. Hrano so vodne bolhe dobile dnevno od ponedeljka do 
petka in sicer 0,15 mg C/vodno bolho (ob petkih 3-krat večjo koncentracijo). Hranili smo 
jih s Spirulino (50% vsebnost ogljika) (Slika 28). V čašo smo dali 17 mg Spiruline in 30 
ml Milli-Q vode ter za 30 minut postavili na mešalo. Nato smo v vsako čašo dali 0,5 ml 
te raztopine. Pomagali smo si z avtomatsko pipeto. Čaše smo vedno pokrili s parafilmom. 
Za osvetljevanje smo imeli enako svetilko kakor za gojenje vodnih bolh z dnevno/nočnim 
režimom 14 : 10 h. Pred izvajanjem testov smo preverili, da je osvetlitev ustrezna.  
 
Slika 28: Kronični test in hrana Spirulina. 
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2.1.3.5 Opazovanje, obdelava podatkov ter podajanje rezultatov 
Vsak dan testa (razen vikendi) smo s pomočjo lučke pregledali vsako čašo z vodno bolho. 
Pri tem smo bili pozorni na nenavadno vedenje ter na mladiče in si vsako spremembo 
zabeležili. Mladiče smo odstranjevali dnevno. Na koncu preizkusa smo izračunali dnevno 
število mladičev na vodno bolho, dnevno število mrtvih vodnih bolh po dnevih ter 
rezultate predstavili na grafu. Delali smo v programu Excel. 
 
Slika 29: Vodna bolha z osmimi 
mladiči. 
2.2 Solinarski raki 
Delo s solinarskimi raki je veliko bolj enostavno. Za akutne teste je dovolj če imamo 
jajčeca (ciste), ni potrebe po gojenju.   
2.2.1 Akutni testi 
Akutne teste smo delali po standardni metodi ARC (Referenčno središče Artemia) [41]. 
Namen je bil določiti učinek antibiotikov na solinarske rake (Artemia salina) in sicer z 
določitvijo koncentracije 24h EC50 in 48h EC50.  
Delo je potekalo v naslednjem vrstnem redu: 
 Priprava morske vode  
 Valjenje cist 
 Referenčna snov 
 Test z referenčno snovjo 
 Priprava raztopin 
 Preliminarni test 
 Definitivni test 
 Opazovanje, obdelava podatkov ter podajanje rezultatov 
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2.2.1.1 Priprava sintetične morske vode  
Najprej smo pripravili sintetično morsko vodo. Potrebovali smo jo kot medij za valjenje 
cist ter kot razredčevalno raztopino pri testiranju. 
V 1000 mL deonizirane vode smo raztopili:  
- 24,7 g NaCl 
- 0,54 g KCl 
- 4,59 g MgCl2 x 6 H2O 
- 6,29 g MgSO4 x 7 H2O 
- 0,15 g CaCl2 
- 0,04 g NaHCO3 
V raztopino smo dodali magnetno mešalo ter začeli mešati. Mešali smo toliko časa, dokler 
se spojine niso popolnoma raztopile. Sintetična morska voda, v nadaljevanju medij, je bil 
pripravljen za uporabo. 
2.2.1.2 Valjenje cist 
V 500 mL veliko erlenmajerico smo dali približno 300 mL prehodnega pripravljenega 
medija. Postavili smo na grelnik in segreli na 30 °C. Med segrevanjem smo medij večkrat 
premešali. Temperaturo smo kontrolirali s termometrom. Ko je medij dosegel 
temperaturo 30 °C, smo dodali približno 100 mg cist, kakor prikazuje Slika 30. 
 
Slika 30: Segrevanje medija ter dodajanje cist v 
pripravljen medij. 
Medij s cistami smo nato postavili v inkubator na 28 °C, prezračevali z Air pump AR 120 
ter bočno osvetljevali s svetilko, kakor prikazuje Slika 31. Da ne bi prišlo do prevelikega 
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izhlapevanja, smo medij s cistami pokrili s parafilmom. Po 48 h smo prenehali s 
prezračevanjem in nauplije prenesli v čaše. Nauplije so bile pripravljene za testiranje. 
 
Slika 31: Valjenje cist v inkubatorju. 
2.2.1.3 Referenčna snov 
Za referenčno snov smo uporabili K2Cr2O7. Z referenčno snovjo preverimo ali so 
organizmi primerni za teste. 24h EC50 standardne snovi K2Cr2O7 za solinarske rake ni 
določena. Ponavadi je med 30 in 90 mg/L [49]. Inhibicija v slepem testu (kontroli) mora 
biti manjša od 10 %. 
Pripravili smo K2Cr2O7 s koncentracijo 1000 mg/L. To je bila osnovna raztopina. Iz te 
osnovne raztopine smo pripravila raztopine s 5 različnimi koncentracijami v 50 ml 
bučkah. To smo naredili tako, da smo od osnovne raztopine odpipetirali ustrezne volumne 
in jih razredčili z medijem, kakor prikazuje Tabela 8. 
Tabela 8: Volumni redčenja in koncentracije testnih raztopin in končni volumen. 
Volumen osnovne raztopine 
 K2Cr2O7 [1000 mg/L] 
Koncentracija 
[mg/L] 
Končni 
volumen 
[mL] 
0,5 mL 10 50 
2,5 mL 50 50 
4,0 mL 80 50 
5,0 mL 100 50 
6,0 mL 120 50 
Slepi vzorec 0 50 
Mojca Zalokar, Vrednotenje vplivov antibiotikov na vodne bolhe in solinarske rake, 2019. 
 
44 
 
S testom z referenčno snovjo preverimo občutljivost solinarskega rakca in pravilnost 
izvedbe testa. Test smo izvedli v petrijevkah po enakem postopku kakor test z referenčno 
snovjo na vodnih bolhah. Potek dela prikazuje Slika 24. Za slepo snov vzamemo 
sintetično morsko vodo.  
2.2.1.4 Priprava raztopin 
Pripravili smo osnovne raztopine antibiotikov tiamulin, levofloksacin, amoksicilin in 
klaritromicin koncentracije 1000 mg/L. Klaritromicin se ni raztopil v mediju, zato smo 
pred dodatkom medija dodali 0,5 μL etanola. Osnovne raztopine antibiotikov smo po 
uporabi hranili v hladilniku pri 4 °C in se tako izognili večkratni pripravi. 
2.2.1.5 Preliminarni test 
Za testiranje smo uporabili predhodno pripravljene nauplije solinarskega raka, razvojne 
stopnje II-III. Testirali smo na plastični preizkuševalni plošči (Sliki 33). Za vsako 
koncentracijo smo uporabili 20 nauplijev oz. 2 paralelki po 10 nauplijev. Najprej smo 
naredili željene koncentracije raztopin, ki smo jih želeli testirati. Količine volumnov 
osnovne raztopine ter željene koncentracije so podani v Tabeli 9.  
Tabela 9: Volumni osnovne raztopine, željene koncentracije in 
končni volumni. 
Volumen osnovne raztopine 
 antibiotika [1000 mg/L] 
Koncentracija 
[mg/L] 
Končni 
volumen [L] 
0,5 mL 10 50 
2,5 mL 50 50 
5,0 mL 100 50 
12,5 mL 250 50 
Slepi vzorec 0 50 
Preizkuševalna plošča je sestavljena iz dveh delov. Prvi del je namenjen spiranju (služi 
enakemu namenu kot izhodna petrijevka), drugi del pa izvajanju testov. V prvi in drugi 
del smo najprej nalili raztopino koncentracij, ki smo jo želeli testirati. V vsakega smo 
nalili približno 10 mL. Nato smo v prvi del dali 20 nauplijev solinarskega raka. Nauplije 
smo nato prestavili iz prvega dela v drugi del. V vsak prostor smo prestavili po 10 
nauplijev (Slika 32) . To smo ponovili za vsako koncentracijo in vsak antibiotik, tudi za 
slepo. Nato smo teste pokrili s pokrivalom ali s parafilmom in postavili v temen prostor 
za 48 h. Po 24 h in 48 h smo odčitali rezultate. Te smo odčitali na zato namenjeni lučki. 
Spremljali smo imobilizacijo solinarskih rakov. Če se ta v 10 sekundah opazovanja ni 
premaknila, smo jih obravnavali kot imobiliziranega. Rezultate smo si zabeležili. Vse 
teste smo ponovili.  
Mojca Zalokar, Vrednotenje vplivov antibiotikov na vodne bolhe in solinarske rake, 2019. 
 
45 
 
 
Slika 32: Potek dela. 
 
Slika 33: Plastična preizkuševalna plošča. 
2.2.1.6 Definitivni test 
Definitivni oz. dokončni test se dela glede na rezultate preliminarnega testa. V primeru, 
da antibiotiki nimajo vpliva na testne organizme tudi pri najvišji koncentraciji oz. da 
imajo minimalen vpliv, ni potrebe po definitivnem testu. Definitivni test se dela na enak 
način kakor smo delali preliminarni test. Razlika je samo v koncentracijah raztopine. Pri 
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našem testu ni bilo potrebe po definitivnem testu. Rezultate smo dobili že s preliminarnim 
testom. 
2.2.1.7 Opazovanje, obdelava podatkov ter podajanje rezultatov 
Opazovanje, obdelava podatkov in podajanje rezultatov je identično kakor pri akutnem 
testu z vodnimi bolhami. 
 
Slika 34: Opazovanje s pomočjo lučke in odrasli solinarski raki. 
 
Slika 35: Solinarski rak. 
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3 Rezultati in razprava 
V magistrskem delu smo ugotavljali akutni vpliv antibiotikov na veliko vodno bolho 
(Daphnia magna) in solinarskega rakca (Artemia salina) ter ju primerjali. Izbrali smo štiri 
antibiotike in sicer tiamulin, levofloksacin, amoksicilin in klaritomicin. Ugotavljali smo 
tudi kronični vpliv antibiotika tiamulina na veliko vodno bolho.   
3.1 Velika vodna bolha 
3.1.1 Gojenje vodnih bolh 
Vodne bolhe smo gojili približno 15 mesecev, 4 mesece (od 31. marca do 29. julija) pa 
smo si redno beležili vsak korak in vsako spremembo, ki smo jo naredili v vsakem 
akvariju. Pri tem smo redno beležili dnevno število mladičev v vsakem akvariju posebej. 
Podatke smo analizirali v Excelu in dobili naslednje rezultate. 
 
Graf 1: Povprečno dnevno število mladičev na vodno bolho [46]. 
Iz grafa 1 razberemo povprečno dnevno število mladičev na vodno bolho. V raziskavi je 
sodelovalo do največ 4 akvarijev. Največje dnevno število mladičev je bilo 27. junija, 
kjer smo imeli v treh akvarijih skupaj 362 mladičev, kar pomeni 4,5 mladičev na vodno 
bolho. Iz grafa opazimo fazo prilagajanja na nove pogoje v laboratoriju. Prvi mesec (do 
2. junija) je bilo dnevno število mladičev majhno, nato se je začelo povečevati.  
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Graf 2: Dnevno število mladičev na vodno bolho v odvisnosti od starosti medija. 
Graf 2 prikazuje dnevno število mladičev v odvisnosti od starosti medija. Številka v 
oklepaju pove, koliko dni je bil uporabljen medij star. Raziskava je potekala v enem 
akvariju. Iz grafa razberemo, da imajo vodne bolhe največ potomcev pri mediju starem 
od 8 do 13 dni. Modra in rjava barva prikazujeta medij začetne starosti 2 dni, zelena in 
vijolična barva pa prikazujeta medij začetne starosti 7 dni. Iz tega lahko sklepamo, da je 
za vodne bolhe manjši šok, če je medij vnaprej pripravljen več dni, kjer je prilagoditev 
hitrejša, kar se pozna pri populaciji potomcev. Pri mediju, ki je modro označen, imamo 
na začetku 1,7 potomcev na vodno bolho, vendar je ta rezultat najverjetneje posledica 
vpliva predhodnega medija.  
3.1.2 Akutni testi 
Testirali smo vpliv treh antibiotikov na vodne bolhe. To so bili tiamulin, levofloksacin in 
amoksicilin. Najprej pa smo naredili test z referenčno snovjo K2Cr2O7, s katerim smo 
preverili občutljivost vodnih bolh. 
3.1.2.1 Test z referenčno snovjo K2Cr2O7  
S tem testom smo preverili ali so vodne bolhe primerne za opravljanje testov. Da so 
primerne, mora 24h EC50 po ISO 6341 znašati med 0,6 mg/L do 2,1 mg/L ter inhibicija v 
slepem testu (kontroli) mora biti manjša od 10 %. Test smo delali dvakrat (testa A in B). 
Dobili smo naslednje rezultate (Tabela 10). 
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Tabela 10: Odziv vodnih bolh na referenčno snov K2Cr2O7. 
    Inhibicija [%] 
c [mg/L] Log(c) Test A Test B 
0,0 / 0 0 
0,6 -0,252 20 0 
1,0 0,000 30 0 
1,8 0,255 70 60 
2,5 0,398 90 70 
3,2 0,505 90 90 
4,0 0,602 100 100 
 
  
Graf 3: Določanje vrednosti 24h EC50. 
Koncentracija po metodi najmanjših kvadratov pri 50 % inhibicije je bila 24h EC50 = 1,39 
± 0,16 mg/L. 
Vrednosti 24h EC50 je v obeh testih med 0,6 in 2,1 mg/L. Inhibicija v slepem testu je v 
obeh primerih 0 % in zadostuje pogoju manj kot 10%. Vodne bolhe zadostujejo vsem 
pogojem in so primerne za opravljanje testov. 
Dobljene vrednosti 24h EC50 so primerljivi rezultatom drugih raziskovalcev, kjer so 
dobili 24h EC50 1,45 ± 0,16 mg/L [47] ter 24h EC50  0,90 ± 0,11 mg/L [48]. 
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3.1.2.2 Akutna strupenost antibiotika tiamulina 
Test smo delali v dveh korakih. Najprej smo naredili preliminarni test, nato pa definitivni 
test. S preliminarnim testom smo zajeli širše koncentracijsko območje delovanja 
strupenosti. Naredili smo preliminarni test s koncentracijami 0, 10, 50, 100 in 250 mg/L. 
V slepem testu po 24h je bila inhibicija 0 %. Vrednost 24h EC50   je bila predvidena med 
10 in 100 mg/L. Na podlagi tega rezultata smo izbrali koncentracije definitivnega testa. 
Te so znašale 0, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 65, 70 in 75 mg/L. Po metodi najmanjših 
kvadratov smo izračunali vrednosti  24h EC50   in  48h EC50. Test smo izvedli dvakrat 
(testa A in B). 
Rezultati testov 
Tabela 11: Odziv velike vodne bolhe na antibiotik tiamulin. 
  Test A Test B 
Čas [h] 24 48 24 48  
C [mg/L] log C Inhibicija [%] Inhibicija [%] Inhibicija [%] Inhibicija [%] 
0 / 0 0 0 0 
10 1,000 0 10 0 10 
15 1,176 0 30 0 10 
20 1,301 10 30 0 50 
30 1,477 0 70 0 80 
35 1,544 10 60 0 70 
40 1,602 20 80 10 90 
45 1,653 10 100 10 90 
50 1,699 40 100 40 100 
60 1,778 30 100 50 100 
65 1,813 70 100 50 100 
70 1,845 70 100 50 100 
75 1,875 70 100 80 100 
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Graf 4: Inhibicija tiamulina na vodne bolhe po 24 h in 48 h v odvisnosti od logaritma 
koncentracije. 
 
Po metodi najmanjših kvadratov smo dobili vrednosti 24h EC50 = 60,69 ± 1,03 mg/L in 
48h EC50 = 22,42 ± 0,46 mg/L. 
Dobljeni rezultati so primerljivi z rezultati ostalih raziskovalcev, ki so dobili vrednosti 
24h EC50 81 mg/L in 48h EC50 40 mg/L [5]. 
3.1.2.3 Akutna strupenost antibiotika levofloksacina in amoksicilina 
Kot pri prejšnjem testu je bilo območje koncentracij preliminarnega testa od 0, 10, 50, 
100 do 250 mg/L. V slepem testu po 24 h je bila inhibicija 0 %. Ugotovili smo, da 
levofloksacin in amoksicilin tudi pri najvišji koncentraciji nimata velikega vpliva 
(levofloksacin do 20 % inhibicije, amoksicilin pa 0 %).  
Pri merjenju akutne strupenosti levofloksacina, so drugi raziskovalci prišli do enakega 
rezultata, vendar je bila najvišja testirana koncentracija 10 mg/L [8]. Testov akutne 
strupenosti antibiotika amoksicilina na veliko vodno bolho nismo zasledili. V varnostnem 
listu antibiotika, pa smo zasledili, da znaša 48h EC50 101,6 mg/L [11], kar se močno 
razlikuje od mojega rezultata.  
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3.1.3 Kronični test 
S kroničnim testom smo želeli ugotoviti vpliv antibiotika tiamulina na razmnoževanje 
velike vodne bolhe (Daphnia magna). Test je trajal 21 dni. Vzeli smo koncentracije 0; 
0,5; 1; 3; 6 in 9 mg/L. V vsaki koncentraciji smo testirali 7 vodnih bolh. Redno smo 
preverjali koncentracijo raztopljenega kisika, pH in temperaturo. Test z referenčno snovjo 
smo naredili že pri akutnem testu.  
3.1.3.1 Rezultati testa 
 
Graf 5: Dnevno število mladičev na vodno bolho. 
Reprodukcija vodnih bolh se začne šele 11 dan. Na grafu so podani rezultati samo za 0,5 
mg/L in 1 mg/L ter slepo. Vodne bolhe ostalih koncentracij so pred začetkom testa 
pomrle, kar lahko opazimo v Grafu 6. Iz Grafa 5 lahko razberemo, da je bilo največ 
mladičev v raztopini s koncentracijo 0,5 mg/L tiamulina, nato pa sledijo vodne bolhe, ki 
so bile v raztopini s koncentracijo 1 mg/L. Vodne bolhe, ki so bile v samem mediju, so 
imele najslabše rezultate. Iz tega bi lahko sklepali, da tiamulin do neke koncentracije 
deluje pozitivno (dodatna hrana, hormonski motilec), zaradi katerega imajo vodne bolhe 
večje število mladičev. 
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Graf 6: Smrtnost vodnih bolh po dnevih. 
Iz Grafa 6 opazimo, da so vodne bolhe v raztopini s koncentracijo 6 mg/L pomrle že po 
5 dneh, v raztopini pri koncentraciji 9 mg/L pa so preživele tudi do 11. dneva. Vodne 
bolhe v raztopini pri 3 mg/L so preživele do 10. dneva. V slepem vzorcu, v vzorcih 
koncentracij 0,5 mg/L in 1 mg/L je nekaj vodnih bolh preživelo celoten preizkus.  
Vidimo da je bila smrtnost vodnih bolh v slepi raztopini precej velika (57% - 4 vodne 
bolhe), zato je poskus neveljaven. Vzrok za veliko smrtnost je neznan. Čeprav rezultate 
kroničnega testa ne moremo uporabiti, lahko služi kot smernica pri ponovnem opravljanju 
testa. Rezultat testa, ki so jih dobili drugi raziskovalci je bil EC50 5,4 mg/L. Test je trajal 
21 dni [5]. 
3.1.3.2 Meritve 
Merila sem pH, koncentracijo raztopljenega O2 in temperaturo. PH je bil konstanten in 
sicer 7,8 ± 0,3. Tudi meritve koncentracije raztopljenega kisika so bile konstantne in sicer 
8,5 ± 0,1 mg/L.  
Iz tega lahko sklepamo, da tiamulin ter starost medija bistveno ne vplivata na pH in 
koncentracijo raztopljenega kisika.  V laboratoriju je stalna temperaturo 23 °C iz katerega 
sledi, da je bila temperatura raztopine in medija konstantna 23 °C.  
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3.2 Solinarski rak 
3.2.1 Akutni testi 
Ugotavljali smo vpliv antibiotikov tiamulina, levofloksacina, amoksicilina in 
klaritromicina na solinarskega raka (Artemia salina). Vsi antibiotiki, razen klaritromicina, 
so se raztopili v mediju. Klaritromicin smo najprej raztopili v etanolu in nato razredčili z 
medijem. Nauplije solinarskega raka (Artemie salina) smo pred uporabo pridobili iz cist. 
Primernost nauplijev za opravljanje testov pa smo preverili s testom z referenčno snovjo. 
Uporabili smo K2Cr2O7.  
3.2.1.1 Test z referenčno snovjo 
S testom smo želeli preveriti, ali so naupliji primerni za izvedbo akutnih testov. Testirali 
smo z referenčno raztopino K2Cr2O7. Uporabili smo koncentracije 0, 10, 50, 80, 100 in 
120 mg/L. Določili smo 24h EC50. Da so naupliji primerni za testiranje, mora biti 
inhibicija v slepem vzorcu manjša od 10 %. 24h EC50 ni natančno določena, vendar je 
ponavadi med 30 in 90 mg/L [28]. 
Rezultati testa 
Tabela 12: Odziv solinarskega raka na referenčno snov K2Cr2O7.  
   
C [mg/L] log C Inhibicija [%] 
0 / 0 
10 1,000 0 
50 1,699 0 
80 1,903 10 
100 2,000 20 
120 2,079 60 
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Graf 7: Inhibicija mobilnosti solinarskih rakov  v odvisnosti od logaritma 
koncentracije K2Cr2O2. 
Po metodi najmanjših kvadratov smo dobili vrednost 24h EC50 = 116,47 mg/L. 24h EC50 
ni med 30 in 90 mg/L. Naupliji so vseeno primerni za izvedbo akutnih testov, saj je 
inhibicija v slepi 0 % in zadovoljuje pogoj manj od 10 %. Ker testi še niso standardizirani, 
je inhibicija v slepem testu edini pogoj, ki ga morajo solinarski rakci izpolnjevati.  
Dobljeni rezultat se močno razlikuje od drugih raziskovalcev, ki so dobili vrednosti 24h 
EC50 39,7 mg/L (takoj potem, ko se izležejo) [43], 24h EC50 27,9 mg/L (24 h potem, ko 
se izležejo) [43], 24h EC50 39,9 mg/L [49], 24h EC50 32 mg/L [40]. To pomeni, da so bili 
solinarski raki, ki smo jih pri testih uporabili, bistveno manj občutljivi, kot v drugih 
študijah. 
3.2.1.2 Akutna strupenost antibiotikov 
Najprej smo izvedli preliminarni test, katerega namen je bil določiti širše koncentracijsko 
območje strupenosti antibiotikov. Izbrali smo koncentracije 0, 10, 50, 100 in 250 mg/L. 
Na podlagi rezultatov teh testov, smo se odločili o nadaljnjem definitivnem testu. Da je 
test veljaven, mora biti v slepem testu inhibicija manjša od 10 %. 
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Rezultati testov 
Tabela 13: Odziv solinarskega rakca na antibiotik tiamulin. 
  Inhibicija [%] 
  Test A Test B 
C [mg/L] log C 24 h 48 h 24 h 48 h 
0  0 0 0 0 
10 1,000 0 0 0 0 
50 1,699 0 0 0 0 
100 2,000 0 0 0 0 
250 2,398 10 10 20 20 
 
S tem testom smo ugotovili, da antibiotik tiamulin nima bistvenega vpliva na solinarskega 
rakca. Vidimo (Tabela 13), da je pri najvišji koncentraciji vpliv minimalen oz. od 10 do 
20 %. Ker je vpliv premajhen, nadaljnjih testov nismo delali. Poskus je veljaven, saj je 
inhibicija v slepem testu 0 %. 
Tabela 14: Odziv solinarskega raka na antibiotike levofloksacin, amoksicilin in 
klaritromicin.. 
    Inhibicija [%] 
  Levofloksacin Amoksicilin Klaritromicin 
  Test A Test B Test A Test B Test A Test B 
C [mg/L] log C 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 
0 / 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
10 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
50 1,799 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
100 2,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
250 2,398 0 0 0 0 0 5 0 0 0 5 0 10 
S tem testom smo ugotovili, da tudi antibiotiki levofloksacin, amoksicilin in klaritromicin 
nimajo vpliva na solinarskega rakca. Iz Tabele 16 opazimo, da je po 48 h izpostavitvi 
prišlo do minimalnega vpliva pri antibiotiku amoksicilinu in klaritromicinu. Test je 
veljaven, saj je inhibicija v slepem testu 0 %. Zaradi premajhnega vpliva nadaljnjih testov 
nismo izvedli. 
Testov akutne strupenosti tiamulina, levofloksacina, amoksicilina in klaritromicina na 
solinarskega raka v literaturi nismo zasledili oz. se manj izvaja. Vzrok bi lahko iskali v 
večji toleranci solinarskega raka na številne kemikalije in posledično izbiro 
občutljivejšega organizma za testiranje strupenosti. 
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4 Sklepne ugotovitve 
Namen magistrskega dela je bil oceniti vpliv različnih antibiotikov na veliko vodno bolho 
(Daphnia magna) in solinarskega rakca (Artemia salina). Pri tem je bil glavni cilj določiti 
srednjo efektivno koncentracijo EC50 pri 24 h in 48 h izpostavitvi. Te koncentracije smo 
med seboj primerjali in skušali določiti, kateri antibiotik je najbolj strupen za organizme. 
Pri tem smo tudi potrdili, da je velika vodna bolha (Daphnia magna) veliko bolj občutljiva 
od solinarskega rakca (Artemia salina).  
Pri akutnih testih na veliko vodno bolho (Daphnia magna) smo ugotovili, da so antibiotiki 
manj strupeni, kakor smo pričakovali. Vpliv na organizem je imel samo tiamulin, katere 
vrednost 24h EC50 = 60,69 ± 1,03 mg/L in 48h EC50 = 22,42 ± 0,46 mg/L. Ostali 
antibiotiki pri koncentraciji 250 mg/L niso pokazali kakšnega večjega vpliva. Vidimo, da 
je akutna strupenost antibiotikov zelo nizka, kar je iz okoljskega vidika zelo pozitivno. 
Bolj je zaskrbljujoča kronična strupenost in kopičenje samega antibiotika v okolju. V 
okolje lahko vstopijo s pomočjo humane uporabe in uporabe v veterini ter posredno v 
podtalnico in pitno vodo. Mikroorganizmi lahko ob kronični izpostavljenosti 
antibiotikom razvijejo odpornost proti njim. Ti mikroorganizmi pa se lahko širijo in 
povzročijo okužbe pri ljudeh. Pojavijo se lahko novi bakterijski sevi, ki lahko sčasoma 
postanejo odporni na vse obstoječe antibiotike. Zato je potrebno z antibiotiki ravnati 
odgovorno in premišljeno. 
Kronična strupenost antibiotikov na vodne bolhe in solinarske rake še ni dobro raziskana, 
dokazano pa je, da kronična izpostavljenost v višjih koncentracijah škoduje organizmom. 
Rezultati kroničnega testa vpliva antibiotika tiamulina na veliko vodno bolho (Daphnia 
magna) so bili, zaradi prevelike inhibicije v slepem vzorcu, neveljavni. Še vedno pa nam 
lahko služijo kot smernica za opravljanje naslednjih kroničnih testov.     
Rezultati akutnega strupenostnega testa na solinarskega rakca (Artemia salina) so 
pokazali, da antibiotiki pri najvišji testirani koncentraciji, nimajo nobenega vpliva na 
organizme.  
Eksperimentalno delo je poleg akutnih in kroničnih testov vsebovalo tudi gojenje velike 
vodne bolhe (Daphnia magna), zato je del magistrske naloge posvečeno tudi samemu 
gojenju. Z gojenjem smo začeli od samega začetka ter se srečali s številnimi težavami, ki 
smo jih uspešno rešili. Nekaj težav in nasvetov za rešitev le-teh smo tudi izpostavili v 
sami nalogi.  
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